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網膜色素上皮 (retinalpigm e nt epitheliu m, RP E) 細胞の Kコ ン ダク タ ン ス を構成する K チャ ン ネル を特定 し, それ ら が
ど の よう に 制御 され て い るか を解明する こ と を目的と して , 新鮮単離 され た ウ シ RP Eの ホ ー ル セ ル 電流 を パ ッ チ ク ラ ン プ 法
で 調 べ た . ウ シR PE細胞の 平均静止膜電位 は - 64m V であ っ た (18 5例). ウ シ RP E細胞 に は1種類の 内向き整流 K電蘭 と2種
類 の 外向き整流K電流が存在 し た. 内向き整流 K電流は時間非依存性 で , 細胞外 Cs
+
に よ り選択的に阻害さ れ た . この チ ャ ン
ネ ル の コ ン ダク タ ン ス は細胞外 K+ 濃度の 増加 に伴 っ て減少 し た. こ の 現 象は K チャ ン ネ ル と して は非典型的である が , RPE
が網膜 下腔の E+濃度を制御す るうえで好都合であ ると 考えら れ る . 内向き整流 K チャ ンネ ル の 活性 を維持す る に は ピ ペ ッ ト
内に 高濃度(2 ､ 4mM) の A T P が必要であ っ た . 1番目 の 外向き整流 K電流 は膜脱分極の 継続 に より不活性化 さ れ る遅延型外
向き整流 K電流であ っ た . こ の チ ャ ンネ ル は-40mV より陽性の 膜電位で の み 開い て おり, 従 っ て こ れ が 静止 Kコ ン ダク タ ン
ス と し て 働 い て い る と は 考え ら れ な い . 遅 延 型外向き整 流 K電流 は 細胞外 テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン
(tetraethyla m m o niu mio n, T E A
+
) に より選択的 に阻害さ れた. 2番目 の 外向き整流K電流 は膜脱分極 を継続 して も不活性化 し
な い 持 続型外向き整流 K電流であ っ た . こ れ は調 べ た 全細胞 の 24 % に おい て の み 記録さ れ た . こ の チ ャ ン ネ ル の 開 口開催電
位 は約-9 0mV であ っ た . 高濃 度の Ba2十 は持続型外向き整流 K電流を阻害し たが , T E A+ は こ れ を 阻害しなか っ た . 内向き整
流 K チャ ン ネル お よ び持続型外向き整流 K チャ ン ネ ル は 静止膜電位付近 で開い て お り , 従 っ て これ らが ウ シR P Eの 静止 E コ
ン ダク タ ン ス を構成す る こ と が 判明 した . さ らに K チャ ン ネ ル 阻害剤に対す る感受性の 節点か ら, 内向き整流 K チャ ンネル お
よ び持続型外向き整流 K チャ ン ネル は そ れ ぞ れ RP Eの 微絨毛突起側 お よ び基底側に存在す ると 考えられ る.
Key w o rds potassiu m chan n el, r etin alpigm e ntepitheliu m,patChcla mp, Whole-C ellc urr ent,bo vin e
網膜色素上皮 (retin alpigm ent epitheliu m, R P E) は 視細胞 と
脈絡膜 と の 間に位置 し, 血 液 ･ 網 膜関門と して の 役割の 大部分
を担 っ て い る . R P Eの 微絨毛突起は網膜下腔と称さ れ る 細胞外
間隙を介 して 視細胞外節に面 して い る . R P Eの 重要な 機能の →
つ は視細胞周囲の 細胞外液の 成分お よ び 容量 を調節する こ と で
ある . こ れ は すな わちR P Eの 微絨毛突起側お よ び基底側に存在
する イ オ ン , 代謝産物ある い は 水の 輸送体の 働きに よ る . 視細
胞周囲に お け る イ オ ン の 平 衡状態の 破綻 は視細胞機能の 障害に
つ な が りl), ま た 網膜 卜膵 にお け る細胞外液の 貯留 は網膜剥離
の 原因と なり得 る 2). 従 っ て視細胞周囲の 微細環境 を正 常 に 維




5)6)あ る い は ヒ ト7)の R P E･ 脈絡膜の 組織切片
を用 い た 電気生理学的研究 に よ れ ば , R P Eの 徴絨毛突起側お よ
び基底側 に は比較的大き な K コ ン ダク タ ン ス が存在す る . RP E
は こ れ ら の K コ ン ダ ク タ ン ス を 介 して E+ を総 量で 神経網膜側
か ら 脈絡膜側 へ 輸 送する 4)5)8)9). ま た こ れ ら の K コ ン ダク タ ン
ス は RP E に おける E C O3~■~お よ び Cl~の 輸送 の 量や 方向をも制
御す る 10)11). こ れ ら RP Eの K コ ン ダ ク タ ン ス の 機能を詳 しく理
解す る た め には , それ らを構成する E チャ ン ネル を特定 し, さ
ら に それ ら の チ ャ ン ネル が どの よ うに 制御さ れ て い る か を知る
必 要が ある .
R P Eの Kチ ャ ンネ ル に関 して は, まず新鮮単離さ れ た カ エ ル
R P E細胞 を用い た パ ッ チ ク ラ ン プの 実験 にお い て , 2種類 の K
チ ャ ン ネ ル に 山東す る電流 , す な わ ち 内向き整流 K電流およ び
遅延型外向き整流圧電流の 存在が報告さ れ た1 2). こ れ ら の うち
内向き整流 K チャ ン ネ ル は生 理 的膜電位 に お い て 機 能 して お
り, そ れ ゆ え に RP Eの 静止 Kコ ン ダク タ ン スを構成する K チャ
ン ネ ル の▼･【一 候補 で ある こ とが 示唆さ れ る .
瑚在, 哺乳類 の RP Eの K チャ ン ネ ル に 関して はあま り 多く は
知 ら れて い な い . 霊長類の 新鮮甲_離 RP E に おい て 外向き整流K
電流 の 存在が近年報むさ れ たが l:Ⅲ 4), そ れ ら の 結 果に は 小 一 致
な点 が ある . す な わち W e nら 1:りが 報告 し た サ ル お よ び ヒ トの
新鮮単離R P E に おける外向き整流 K電流 は膜電位依存性, 油性
化の 時間経過お よ び 阻害剤 に対する感受性 な どの 特性に お い て
カ エ ル R P Eの 遅延型外向き整流 K電流に類似 して い る . し か し
筆者 ら
14)が 報 告した 新鮮 ヒ ト RP E における 持続型外向き整流 K
電流 は , 上 記 の よ うな特性 に お い て遅延型外向き整流 K電流
と は 異な り, む し ろ 神経細胞 に お け る M 電流Ⅰ5)に類似 して い
た . 良好な状態 の 新鮮 ヒ トRP E細胞を恒常的に得 るの は容易で
はなく, ま た実験 に用い 得た ヒ トR P E細胞 にお い て死 後変化の
平成9年10月27日受付, 平成10年1月8 日受理
A bbr eviation s: 4rA P
,
4-a min op yridin e;D M S O,▼dim ethylsulfo xide;EK, equilibriu mpote ntialofpotassiu m;tK
+]｡,
e xtr acellular c on ce ntration ofpotassiu mio n;KL, dis so ciatio n c o n stant; N M D G, N- m eth河- D-glutamine;RP E, retinal
pigm e ntepitheliu m;Rs, S e rie s re sistan Ce;T m,tetr aethylam m Oniu m
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関与も否定できな か っ た の で , 上 記の 結果の 不 一 致 の 理 由は い
ま だ に解明 され て い な い . 哺乳類の 培養R P E細胞 に お い て も K
チ ャ ン ネル が 発現 して い る が , そ れ ら の 性質は 新鮮R P Eの K チ
ャ ン ネ ル の それ と は 異な っ て い る
1(S)
.
本研究で は 入 手が 比較的容易で , 膜輸送 の 研究対象
5)6)11)と し
ても よく用い ら れ る ウ シR P E に着日 し た. 酵素的に新鮮単離さ
れ た RP E細胞に お い て パ ッ チ ク ラ ン プ法 にて ホ ー ル セ ル 電 流を
記録 し, そ の うち K チャ ン ネル に 由来する成分を解析 し た . 新
鮮分離 ウ シ RP E に おい て は3種類 の 圧電流, す なわ ち内向き整
流 K電流, 遅延型外向き整流 K電蘭 お よ び持続型外向き整流 K
電流が発現 して い た .
対象お よび方法
_t. 溶 液
細胞外を港流 す る 標準 リ ン ゲ ル 液 は 以 下 の 組 成 を有 し
(135mM NaCl, 5m M K Cl, 10m M H E P ES, 10mM グル コ
ー ス ,
監ニ｡





















1.8m M CaC12, 1m M MgC12), そ の pH は NaO Hの 滴'■F に て7.4
に 設定 さ れ た . E十 , Cs
十
, Ba
2十 あ る い は テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ
ウ ム イ オ ン (tetra ethylam m oniu m, T EA
+
) の 濃度が 異 な る細胞
外溶液 は , そ れ ら の Cl塩 を等 モ ル 濃度 の NaCl と置換す る こ と
で 得ら れ た . 4- ア ミ ノ ビリ ジ ン (4- a min op yridin e, 4,A P) を含む
溶液 は, NaCl との 置換 に よ っ て 得 ら れ た が , そ の pH を7,4 に
保 つ た め に E Cl を滴下 す る必要があ っ た . キ ニ ジ ン を含む 溶液
は , ジメ チ ル ス ル ホ キ シ ド(dim ethyls ulfo xide, D M S O) を溶媒
と した 高濃度溶解液 の 適量を標準リ ン ゲ ル 液 に加える こ と で 得
ら れ た . そ の 際 の 最終 D M S O濃度 は0.1 %(容量)以 下 で あ っ た .
すべ て の 細胞外溶液の 浸透圧 は288± 5m Os m/1 に保た れ た .
標準 の ピ ペ ッ ト内 充填液 は 以 下 の 組成を有 し(30m M K Cl,
100m M K グル コ ネ ー ト , 5m M H E P E S, 10m M エ チ レ ン グリ




- テ トラ 酢酸,
0.5m M CaC12, 2m M MgC12), その pH は K O Hを加える こ と に
よ り7.2 に設定 され た . こ こ で 遊離 Ca2
十















































Fig. 1. Is olatio n a nd c o n c e ntratio n-depe nde ntblo ck by Cs
'
ofthein w a rdly re ctifying K c u rre nt. 仏)Fa milie s ofwhole-C ellc u rr e nts
e v oked byl-S e C V Oltage-Puls e sto pote ntials r anging 丘･O m -140to + 40mV h･O m aholding pote nti alof-10mV. T he c ellw asinitially
bathed in the sta nda rd Ringer s olutio n with lOOFLM G d
3十(uppe rpan el), a ndthe n w a s e xpo sedto 50m M exte r n al Cs
+
(lo w e rpa n el)･
Cu rre nts w er e re c o rded inthe whole-C ell-PatCh co n負gu r atio nwith 4m M A TP in the pipette solutio n. (B)Ste ady-State C urrent⊥VOltage(I-
V)relatio n shipsinthe abse n ce( - )a ndpre se n c e(… - - … )of 50m M Cs
+
. Cu rre nts w e rege n e rated by2-Se C V Oltage ィa mp from +40
to ～ 160m V. Cu rre nts r ev e rs ed at - 75m M inthe c o ntrolpe rfus ate a nd at




- Sen Sitiv e c u rr e nt,
obtain ed a sthediffbr e n c ebetw e entheINcu rv e Sin (B). T he diffe re n c e cu rre ntr v e r sed at - 82m V, Which is clo seto the equilib riu m
pote ntialof K
+
(EK). P )Condu ctan ce ヤ01tage relatio n ship. C ho rd co ndu ctan C eWa S C alculated血
･
O m datain(C), u Sing the equ atio n(1)･
(E)Co n c e ntratio n-dependen c e of the Cs
+
-indu c ed blo ck of thein w ardlyr e cti&ing K c u rr ent. Amplitude softhe Kc u r re ntobtain ed bythe
equ atio n(2)in vario u s e xtra c ellularCs
+
c o n c e ntr adon (【Cs
+]｡)w ere no rmalizedto the valu ein the al3 Se n C e Of Cs十 . SymboIs repre s ent盲
(n=5)for m e a s u re m e nts whe nthe m e mbr an epOte ntials w e re- 36m V(●) and - 120皿 Ⅴ(○), and the po sitiv e andn egativ e e rro rba S
indic ate S E Mat - 36m V a nd at - 120m V, reSPe Ctiv ely. Sm o othc u rv eisthele a sトSqu ar e S丘tof thedata at
- 36m Vto the equ atio n(3)
withKd Of O.52m M .
ウ シ網膜色素上皮の Kチ ャ ン ネル
棲衝 さ れ た . こ の 溶液 の 浸透圧 は27 8± 5m Os m/1 であ っ た .
こ の ピ ペ ッ ト内充填液 お よ び標準 リ ン ゲ ル 液 に含有する E
十
濃
度か ら Ne r n stの 式 を用 い て 計算 さ れ る 理 論的な K平衡電位
(equilibriu mpote ntialofpota ssiu m, EK) は - 86mV であ っ た .
本研究 の 当初 に お い て は細胞 の 容積増加 に より活性化さ れ る
Cl電流が観察 さ れ る こ と が あ っ た1 7)18). こ の 場合 に細胞 の 静止
膜電位 は徐 々 に 脱分極す る傾向にあ っ た の で , こ の 電 流が 観察
され た細胞 は本研究 の 対象か ら 除外 さ れ た . 後に こ の 電流 の 活
性を抑制す る 目 的で , ピ ペ ッ ト内充填液 の K グル コ ネ ー ト濃度
を8 3m M に減量す る こ と に よ っ て 溶 液 の 浸透圧 を2 4 4± 5
m os m/1 に低下 させ た (仝185例中1 10例). こ の ピ ペ ッ ト内溶
液 と標準 リ ン ゲ ル 液 と の 組成 か ら計算 さ れ る EIくは - 83m Vで あ
っ た .
細 胞 に よ っ て は - 1 00m Vよ り陰性電位で の 膜過分極 の 持続
に よ っ て 大きく律動する内向き電流 が観察 され た . 内向き整流

















K電流の 特牲を調べ る際に は こ の 律動する内向き電流の 混入 は不
都合であるの で , こ れ を阻害する目的で細胞外港流液 に100〃M
の G d
3十 を加える こ と が あ っ た (Cl塩). こ の 濃 度の G d3
十
は内向
き整流 K電流 の 膜竃位依存性, 時間依存性 お よ び 阻害剤 に対す
る感受性 に は有意な影響を及ぼ さ な か っ た . しか し G d3十 は2種
類 の 外向き整流 K電流の 時間依存性 を大きく変化させ た の で ,
こ れ ら2種類の 電流の 解析に は Gd3十存 在下 で の 結果 を用 い なか
っ た .
細胞 分離f即答液 は以下 の 組成を有 し〔13 5m M N- メ チ ル D- グ
ル タ ミ ン (N- m ethyl- D-gluta min e, N M D G)-Cl, 5m M K Cl,
10m M H EP E S, 10m M グル コ
ー ス , 3m M E D T んK O H, 3m M
シ ス テ イ ン, 0.2m g/mlタ イ プ Ⅲ パ パ イ ン〕, そ の pH は N M D G
塩基 の 滴1ご にて7.4 に設定さ れ た.
カ リ ブ ドトキ シ ン (charibdoto xin) 仏1a m o ne Labs, EIsa re m,
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Fig. 2. Tbe efEect ofexter n al Ba
2+
o nthein w a rdly r ecti&ing K c u rr e nt. (朗Fa milie s ofwhole-C ellcurrents re c o rded in the pe rfo rated
-
patch c o n5gu rationinthe abse n ce(up perpa n el)a ndpre s e n c eOo w erpa n el)of O.05m M cxte rn al Ba
2+
･ The m e mbr an epotentialw asheld
at-10mV a ndthe n cla mpedto pote ntials ra ngingA･O m - 150to + 10m V in 20- mV in cr e m e nts. T ne co ntr olperfus ate c o ntain ed O･1
m M Gd
3+
. In the pr e se n c e of O.05m M Ba
2十
,in w ardc u rr ents e v oked bylargehy perpOlarizingv oltage
-
puls esde cayed witha n e xpo n e ntial
tim e c o u rs e
,
C O n Siste nt with a v oltage-depe nde ntblo ck. (B)E 鮎cts ofBa
2+
o nINr elatio n ship ofthe whole
- Cellc u rr e nt･ Ste ady-State
c u rr e ntsin the abs e n c e of Ba
2十
(●) (av e rage v alu e s ofthe cu rr e ntsin the up pe rpan elof(A)betw e e n900a nd lOOOm s e c)a nd
in sta nta n e o u s(口)a ndste ady-State(})cu rre ntsin the pre s enc e of O.05m M Ba
2十 (c u rre ntv alu e sinthelo w e rpan elof(朗atlO m sec and
at996m se c, re Spe Ctiv ely). (C)Co n c e ntratio n- andv oltage-depe nde n c e ofthe Ba
2+
-indu ced blo ck of the inw ardr e ctine r･ Amplitudes of
the K c u rre nt obtain ed bythe equ atio n(2)in v ariou sextr a ce11plar Ba
2+
c o n c e ntr atio n([Ba
2十
]｡)w e re n orm alizedto the v alu ein the
abse n c e of Ba
2+
. SymboIs repre sent豆 for m e asu re m e nts at
- 36(●) and - 120mV (○) (n=3to 6)･ Erro rba rsindic ate S E M･ The
c o ntin u o u s c u rv e W a Sthele a st- Squ a r e Sfitofthedata m e a s u r ed at thetw o v oltage stothe equ ation (3), With KdV alu es of 128FLM
at - 36mV and 3 1FL M at
- 120nN .
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ら購入 され た .
Ⅱ . 細胞の 分離
ウ シ の 眼球 は食肉加工場 に お い て屠殺直後に摘出さ れ た . そ
の 場で 直ち に眼球を赤道部 に て割半 し, 周囲を氷で冷却 した容
器内の 標準 リ ン ゲ ル 液 に そ の 眼球後極側 を浸 し, 1時 間以 内に
研究室 に運 んだ. 研究室 にお い て , その 眼球後極都側 の 硝子体
を除去 し, 神経網膜を丁寧 に剥離 ･ 除去 した . つ い で視神経乳
頭 より~F方の 色素 に富 む領域より, 数 m m四方 の RPE ･ 脈 絡膜
組織片を切り出 し た . こ の 組織片 を試験管内の パ パ イ ン を 含有
す る細胞分離用溶液 (上記) に室温 に て1 0分間浸 し, つ い で
0.1 %の ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン を含有する標準リ ン ゲ ル 液に3分間
浸 し て パ パ イ ン の 反応を停止さた . さ らに 組織片を標準 リ ン ゲ
ル 液 に10分間浸 し た後 に試験管 ご と 軽く撹拝 し, その 溶液 の
一 部を顕微鏡下 で 観察 し た. RP E細胞が単離さ れ るま で , こ の
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用時間 はす べ て5分間 と し た . 細 胞の 単離 に は パ パ イ ン の 作 用
時間 に して 通常20～ 30分を要 し た . 試験 管内の 2 ～ 3mlの 標 準
リ ン ゲ ル 液内に 浮遊ある い は沈殿 した単離 RP E細胞を実験に用
い る まで4 ℃ に て保存 した .
Ⅱ . 細 胞の設置 ･ 濯読
経胞潅流用 の チ ェ ン バ ー は 倒立位相差顕微鏡 ダ イ ア フ ォ ト
(ニ コ ン , 東京) の 鏡台 に設置 ･ 固定で きる よう に研究室 にて 作
成 され た . チ ェ ン バ ー 外 壁に は透明 の ア ク リ ル , 底 部に は ス ラ
イ ドグ ラ ス が 用 い ら れ , そ の 内容積は約2ml であ っ た . まず約
0.5mlの 単 離R P E細胞が浮遊す る溶液(上記)をチ ェ ン バ ー 内 に
パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ トに て 滴下 した . 多く の 細胞 が沈殿 して ス ラ
イ ドグ ラ ス に接着するまで 1 0～ 20分間を経 た後, 標準 リ ン ゲ
ル 液 の 港流を開始 し た . 液流液 は 60ml注 射 シ リ ン ジ外套か ら
ポ リ プ ロ ピ レ ン お よ び シリ コ ン 製 の チ ュ ー ブ を用い て 自然落｣~F






































-160 -1 2 0 -8 0 -4 0 0 4 0
M e mbra n epote ntial(mV)
1.5




Fig･ 3･ Relatio n shipbetw e e ntheinw ardけr ectifying K chan n el ande xtra c e11ularK+c o n c e ntratio n([K+]｡). (朗Ⅰ-Vrela土io n ships obtain ed in
a single c ellwhen[K
+]o w a s2 m M (… … ‥ - ･), 5 mM ( - ) and 20m M (… … -). ¶1e Whole-C ell-patCh c o nAgu ratio n w as ap plied with4
m M A rP inthe pipette s olutio n･ jule xternal$ 01utio n s c o ntain ed O.1m M G d
3+
. Cu rr e nts w e rege n e rated by2-Se C V Oltage-ra mp fro m + 40
to - 160mV･ (B)I Nc u rv e S Obtain ed 血･O m the sam e cel inthepr e s e n c e of 5 0m M exte rn al Cs
+
with 2m M (… ･ ･ ‥ ･ ･ ･ ･),5 m M ( - ) and
20m M ( … - … ) K
+
. All thre etra ce s ar e S uperim posed o n o n e an 0the r. (C)Cs
+
- Se n Sitiv e cu rre nts. TheI Nr elatio n ship ofthein w ard
r e ctiBerin e ach[K
+
】o w asis olated bytakingthe di飴ren cebetwe enIN cu rv e $ m e aS uredin the abs e n ce(朗 andpre se nc e(B)of Cs+. (D)
Relatio n shipbetw e e nthe chan n elc o ndu ctan C e a nd[Kト】｡. In e a ch ce11, thein w ard a nd o utw ardcho rd c o nducta n ce s oftheinw ardr e ctiAe r
W e re m e aS u r ed atEK士 25m V in 2, 5and 20m M [K十】｡ , and w e r ethe n n o rmaliz edto the values obse rv ed in 5 m M [Ⅰぐ]｡ . T he symboIs
r epre se nt烹 of the rela点v ein w a rd(△) and o utw ard(○)c o ndu ctan C e S(n =5).
′
me n egativ e andpo sitiv e e rr o rba Sindic ate S Dof the
relativ ein w arda ndo utw a rd c o ndu cta n ce s,r e Spe Ctiv ely.
ウ シ網膜色素上皮の K チャ ン ネ ル
の 潅流液容積が常 に約0.5ml に保た れ る よう に 吸引用注射針か
ら チ ュ ー ブ を適 して 吸引 ･ 排液 され た. チ ェ ン バ ー 内 の 混流液
の 交換 は チ ュ ー ブ の 途 中 に設置 した 港流 ス イ ッ チ を用 い て 60
秒 以 内 に行わ れ た .
Ⅳ . パ ッ チ ピ ペ ッ ト
パ ッ チ用 ピ ペ ッ ト に は外径1.5m m 内径1.2m mの 7 052ガ ラス
微小管 (Ga rn erGla s , Clare mo nt, U SA)を用 い , プ ロ グ ラ ム
式水平型 ピ ペ ッ ト プ ラ ー (Sutte rIn stru m e nts , Sa nRafa el,
US A) に て ピ ペ ッ ト先端部を作製 した . ピ ペ ッ ト先端部 の 浮遊
容量を減 らす目的で , ピペ ッ トの 攣 曲部付近か ら で きる 限り先
端開口部近く にまで シ)L/ ガ ー ド㊥ (Sylga rd㈲) (Da w Co rning,
M idla nd, U S A) を塗布 し, つ い で 加熱 に よ っ て これ を凝固さ
せ た . さ ら に細胞膜をパ ッ チ する直前に , ピ ペ ッ ト先端部を マ
イ ク ロ フ ォ ー ジ (成重, 束京) にて 加熱形成 した . そ の 際 の ピ
ペ ッ ト先端開口部 の 大き さ は , 1 0ml注 射 シ リ ン ジ に装着 した
ピ ペ ッ ト の 先端を エ タ ノ ー ルl糾二浸 し, シリ ン ジ 内の 10mlの
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空気を内筒に て加圧 し た際 に ピ ペ ッ ト先端か ら発砲 し始め る と
きの 空気の 容量が 6.2 ～ 7.Oml と な る よう に調整 した1 9). こ れ は
電 極I利 こ 塩化 カ リ ウ ム を 充填 し た 場合 の ピ ペ ッ ト抵 抗値
bipetteinputre sista n c e)で4 ､ 5 MQ に相当し た.
細胞膜全体 の イ オ ン チ ャ ン ネル に 由来する箇乱 すなわちホ
ー ル セ ル 電流を記録す る パ ッ チ ク ラ ン プ の 手法 と して は 下記の
よ う に穿孔 パ ッ チ (pe rforated-patCh) 法あ るい ほ ホ ー ル セ ル バ
ッ チ (whole-C ell-PatCh) 法を用 い た . 穿孔 パ ッ チ 法で は ピペ ッ
ト内液 に含有 した ナイ ス タ シ ン (nysta cin) ある い は ア ン ホ テ リ
シ ン B (amphote ricin B) の 作用 により パ ッ チ 膜に チ ャ ン ネル 孔
が 形成 され る こ と に よ っ て ホ ー ル セ ル 記録が 確立さ れ る
20)
. こ
の チ ャ ン ネル 孔を透過する溶質は1価の イオ ン 郡a
+
, 灯 お よ び
Cl~) に限 ら れ , 他の 細胞内の イ オ ン や 代謝産物 は ピペ ッ ト内
に拡散 し ない , 従 っ て 本法で は細胞の 恒常性 が保 たれ る ため 比
較的長時間(1時間以 上) の 電流記録 が可能である . 本研究で の
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Fig. 4. A T F depe nde n ce ofthein w a rdly re ctifying K cu rre nt. 仏)Tim e c o u rse of change sin cu re ntdu ringinte rn al dialysis withthe
pipette solutio n c ontaining 2 mM 幻
､
P･ T he c ellw a sbathed in the sta ndard Ringer solutio nwitho ut G d
3+
･ SymboIs depictc u rr ents
m e as u r edat q 36m V(○)a ndat - 83m V(●), Which repre s e ntthein w ardlyrecti&ingK c u rre nt andthe re sidu alc u rr ents,re Spe Ctiv ely･
m e boxindic ate s expo su re of the c ellto 20m M exte rnal Cs
+
. (B)INc urveS Obtain ed inthe sa m e c ella sin (朗at60s e c( - ),6･5
min(" " -) and du ringe xpo su r eto e xte m al Cs
+
at7 min (‥ ･ ‥ ･ ‥ ･)･ (C) Anide nticalexpe rim e ntin a n other c ell dialyzed with 〟r P-&e e
pipette solutio n･ The c u rr entat







of thein w ard re ctiBe r. (D)I Nc u rv e S Obtain ed fro m the s am e C e11in(C)at30s e c( - ),8･5 min (" … -)and
du ringe xpo su r eto20m M e xte rnal Cs
+
at9.5 min(･ ･ ･ ･ ･ ･)･
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Fig･ 5･ 二m edelayedo utw ardlyre cti&ing Kc u rr e nt and itsdepe nde n c e o ntheholdingpote ntial･ ㈱ Cu rr e nts w e re elicited 血･O m aholding
potentialof
仙 90m V bya s erie s ofv oltage-pulse sto pote ntials ra nging fro m -10to + 30mV in lO- mV in cr e m e nts. Voltage-StepS W e re
ap plied atlO-S e Cinte rv als･ Cu rr e nts were r e co rded in the whole-C ell-PatCh c o n五gu r atio n with A T P-fre epipette s olutio n. (B)Curr ents
ev oked inthe s am e C ell bythe v oltage-StePS from aholding pote ntialof
q lOmV to the sa me pote ntials a sin (礼 (C)I Nr elatio n ships
Obtain edatholding pote ntials o卜 9 0m V(○)and - 10mV(●), u Singthedatain(刃and(B)･ Datapoints r epre s e ntpe aka mplitude s of
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Fig･ 6･ Voltage-depe nde n ce ofthedelayed o utw ardly re ctifying
K culTent･ Co ndu cta n c e･ V Oltage r elatio n ship wa s m e as u r ed in
the sta nda rd Ringe r solutio n. C ho rd c o nductance at e a ch
m e mbra n epote ntialw as calc ulated 血
･
O mle ak-S ubtra cted pe ak
C u rr e nt$ a C C O rdingto the equ atio n(1). In e ach c ell,the cho rd
C O ndu ctan c e wa s nor m aliz edtothe m a xim u m v alu e, Which
W a S Obtain ed byBttingthedatato aBoltz m an nfun ctio ngiv e n
by the equ atio n(4)･ SymboIs andv e rtical bar S rePr e Se nt更 ±
S D for13c ells･ ¶一e S m Othcu rv eisthele a st-Squ ar e S飢 of
the data pointstothe equ atio n(4)with the valu e s of Vl/2 = +
2.5 m V a nd kn = = - 13.7 m V. Allc els w e re re c o rded in the
wi101e-C ell-patCh c o n丑gu ratio nwi th A TP-&e epipette s olutio n.
ア ン ホ テ 1) シ ン B をまず D M S O に溶解 し, そ の 適量を標準 ピ
ペ ッ ト内液 に て希釈 し(D M S O濃度 は0.4 %), 最終の ア ン ホテ
リ シ ン B濃度 , 200〟 g/mlを得 た . こ の ア ン ホ テ リ シ ン B含有
ピ ペ ッ ト内充填液は冷蔵庫内 (4 ℃, 暗所) に保存 され , 作成 し
て か ら1時間以内 に佗用さ れ た. ア ン ホ テ リ シ ン B分子 が細胞
膜 に触 れ る と ギ ガ オ ー ム シ ー ル (下 記) の 形成 が 困難であ る .
従 っ てまず先端開口部か ら ア ン ホ テ リ シ ン B を含まな い 標準 ピ
ペ ッ ト内液を液 コ ラ ム の 良 さ に し て200､ 3 00
′
′∠ m 吸 引 し , つ
い で ア ン ホ テ リ シ ン B含有 ピ ペ ッ ト内液を ピ ペ ッ ト後端か ら 充
填 し た , -→-･ 方ホ ー ル セ ル バ ッ チ 法 は ギ ガ オ ー ム シ ー ル ('卜記)
を形成 した 後, l吸引ある い は 通電 にて パ ッ チ膜 を破く こ と に よ
っ て ホ ー ル セ ル 記録 を確立する方法であ る . こ の 場 合に は ピ ペ
ッ ト内充填液が細胞内に拡散する た め , 細胞内組成 の 変化に よ
っ て イ オ ン チ ャ ン ネル が 不活性化す る こ とが あ る . しか し逆 に
細胞内成分を自由 に設定 できる と い う利点があ る. 本研 究で の
ホ ー ル セ ル バ ッ チ 法 (117例) に お い て は , 目 的に応 じて 標準 ピ
ペ ッ ト内充填液 に2 ～ 4mM の A T P(Mg塩) を加える こ とが あ
っ た . ホ ー ル セ ル バ ッ チ 法で は ピペ ッ ト内 には 先端 と後端 の 両
側 か ら 同 じ組成 の 溶液 を充填 した .
すべ て の ピ ペ ッ ト内充填液 は予 め シリ ン ジ フ イ ル タ ー (孔径
0.2/J m)に よ り濾過 され た .
Ⅴ . ホ ー ル セ ル 電 流の 記録
パ ッ チ ピペ ッ トの 電位 は パ ッ チ ク ラ ン プ 用ア ン プ, ア ク ソ パ
ッ チ ⑧ 仏ⅩOPatCh
6) 仏ⅩO nIn stru m e ntS, Fo ste rCity, U S A)を介
して コ ン ピ ュ ー タ ー (486型 C P U)の ソ フ ト ウ ェ ア ー , ピ ー ク ラ
ウ シ網膜色素上皮の Kチ ャ ン ネ ル
ン プ 餌 bCla mp
"9) (Ax o nIn str u m e nts) に て 制御 さ れ た . こ の 電
位固定時に ピペ ッ トに 流れ る電流は同ア ン プ にて増幅さ れ , オ
シ ロ ス コ ー プ に て 観察さ れ た . 不関電極と して は 銀 ･ 塩化銀電
極 一 案天 ブ リ ッ ジ (4 %寒天 ･ 150m M K Cl溶液) を用い た .
パ ッ チ ピ ペ ッ トを内液充填の 後直ちに ピ ペ ッ トホ ル ダ ー に装
着 し, ピ ペ ッ ト先端をチ ェ ン バ ー の 港流液 に浸 した . こ れ 以 降
ホ ー ル セ ル 記録 の 状態を確立するまで , 電圧 + 10m Vの 矩形波
刺激 に よ っ て 惹起 され る 電流(シ ー ル テ ス ト電流)を オ シ ロ ス
コ ー プ で 観察 し た. まずそ の 基線 をゼ ロ に補正 し, シ ー ル テ ス
ト電流が 矩形波状と な る こ とを確認 し た . つ い で顕微鏡'1く
●
で マ
イ ク ロ マ ニ ビ ュ レ b ダ ー (Ne wpo rt, Ⅰrvin e, U S A)を操作 し て,
ピ ペ ッ ト先端を目的 とする R P E細胞 の 基底側の 細胞膜 に接触 さ
せ た . さ ら に シ ー ル テ ス ト電流 の 振幅 か ら計算 さ れ る ピ ペ ッ
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上), す なわ ちギ ガ オ ー ム シ ー ル が得 ら れ る まで , ピ ペ ッ ト内
に徐 々 に 陰圧をか け細胞膜を吸着させ た .
そ の 後 ホ ー ル セ ル 記録の 状態 を確立する方法は以■Fの 2通 り
で あ っ た . まず穿孔 パ ッ チ法で は , ア ン ホ テ リ シ ンB の 作用 に
より パ ッ チ 膜の 透過性 が十分に大きくなる まで , すな わち ピペ
ッ トお よ び パ ッ チ 膜に 由来す る抵抗(s erie s r esista n c e, Rs) が
徐 々 に 減少 して 30 Mrユ以 下 に な るま で , 通常1 0～ 20分 間待模
し た . ¶一･方 ホ ー ル セ ル バ ッ チ法で は , さ ら に ピペ ッ ト内に 大き
な陰圧を かけて パ ッ チ 膜を破砕 した . こ れ は矩形波状の シ ー ル
テ ス ト電流が 急峻 な ピ ー クを有す る汲形に突然 に変化する こ と
に よ っ て確認 され た ,
駄 は膜電位ス テ ッ プ によ り惹起さ れ る膜容量依存性電流の 振
幅か ら計算 され た 21). ホ ー ル セ ル 電流記録時の 粘 は穿孔 パ ッ チ
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Fig. 7. Io n- S electivity ofthe delayed o utw ardly re ctifying K cu rre nt. 仏)Tailcu r re nts re c o rded 血
･
O m a Cell bathed in the sta nda rd Ringe r
solution (5 m M [K
+]｡). The whole-C ell-patCh c o n短u r atio n w as applied with A TP-fre epipette s olutio n･ T he m e mbr an e v oltage w as血
一
St
depolariz ed 女) r240m s e cfro m aholding pote ntialof-80mVto + 30mVto m axim ally activ atethe co ndu ctan c e(n otsho w n), andthe n
w ashy pe rpola riz edto pote ntials r a ngingfr o m
- 100to -50mV, Which de activ atedthe c o ndu cta n c eto produ c etailc u rr e nts･ TYl e
m e mbr an epOte ntialw a sheldat
- 80mV fo rlOs e cbetw e e nte stpulse s･ The n oisytr a c esdepictthetai1c u rT e nt$ a ndthe s m o othtrace s
repr es e nte xpo n e ntial Bts ofthedata points. Thetra c e sw erelo w-PaS SAlter edat5 k Hz. (B) Amplitude s ofthetailc u rr e ntsdete r min ed by
e xpon e ntial Bts of the c u rr entrelax atio n sin (朗plotteda safunction ofthete stpote ntial･ The straightlin eis thebe st丘tof thedatapoints
bylin e a r r egre s sio n･ ¶1e Cr O SS-POintbetw ee nthe x-aXis atze ro cu rr e nta nd the regre s sionlin eindic ate s a re v e rsalpotentialof
- 74 mV･
(C)Cu rr ents re c orded 紐om an othe r c ell in 14 0mM [K
+]｡. The whole-C ell-PatCh c o n五gu r atio n w a s applied withArP-&e epipette s olutio n･
T he m e mbr an e V Oltage was step ped fro m aholding pote ntial of
- 87m Vto v ario u ste stpotentialsin lO- m V in cr e m e nts･ (D)Pe ak
c u rre nts血
･
Om (C)plotteda s afun ction ofv oltage.
684
11± 4 M rユ 区 ± S D, 117例)であ っ た .
膜容量依存性電流 は ア ン プ 内蔵回路 に よ っ て 相殺され た . Rs
が 20 M nを超え る場合 に は ア ン プ内蔵回路 に よ っ て そ の 50､
80 % が補正 さ れ た . ま た ア ン プ の ロ ー バ ス フ ィ ル タ ー は 通常
1k Hz に設定さ れ た (以下 で フ ィ ル タ ー の 設定値が 異な る 場合 に
は そ の 旨を記載 し た). こ れ ら の 修飾の 後 に シ グ ナ ル は デ ジ タ
ル 化 され , 彼の 解析 に用 い る ため に コ ン ピ ュ ー タ ー の デ ィ ス ク
内 に保存さ れ た .
膜 電 位固定 の プ ロ ト コ ー ル は 大きく分 けて 以 下 の 3種類
で あ っ た . そ の 1 は, 保 持電位を静止膜電位付近 (通常は -
60mⅥ に設定 し, そ こ か ら持続時間120 ミリ秒の 10mV 陽性 の
矩形波刺激を与える プ ロ ト コ ー ル で あっ た . こ れ に より惹起さ
れ る 膜容量依存性電流か ら細胞膜容量(m e mbra n e c apa citan c e)
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お よ び Rs を計 算 し , こ れ ら が 実験を通 して ほ ぼ 一 定 で あ る こ
とを確認 した . そ の 2 は, 膜電位 を保持電位か ら ある 刺激電位
に矩形波様 に変化 さ せ る プ ロ ト コ ー ル で あ っ た . 刺激電位 はあ
る範囲内 で(例えば-140､ 十 40mⅥ 10mVあ る い は20mV毎 に
変化 させ て, 5 ～ 3 0秒 間隔に て 反復 させ た . こ れ ら 異な る刺激
電位 に より惹起 さ れ る それ ぞ れ の 電流 は , 通常 は刺激開始時 に
そ ろえて 重ね あわ せ て描出さ れ た (例えば図1 Aを参照). そ の 3
は, 刺激電位 をある範囲内で傾斜状 に持続的に変化 させ る プ ロ
ト コ ー ル であ っ た . こ の プ ロ ト コ ー ル は 持続的 な電流 ･ 電圧 曲
線を得 る の に有用 であ るが , それ は 時間依存性の 電流成分が不
活性化 して い る条件 下 に限 ら れ る . 本研 究で は , 時間非依存性
で ある内向き整流 K電流 の 電流 ･ 電圧 関係を調 べ る 目的 に限
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Fig. 8. Activ atio n- a nd de a ctiv atio n-1dn etic s of thedelayedo utw ardlyr e cti&ingK c u rr e nt. 仏)Tim e c o u r se ofa ctiv atio n. The n oisytra c e s
ar ethe av e r age s oftw o separ ate S etS Ofcu rre nts gen e r ated by a se rie s ofv oltage-pulse sto the pote ntialsindic ated. T he m e mbr ane
pote ntialw asheldat
- 70mV 血r 8 se cbetw e e n v oltage-puls es. T Yletr aC e S W e r elo w-pa S SBlte r ed at2 k Hz a nd c o rr e cted fo r re sidual
C aPaCitativ e artifa ctsby subtractingthe s c aled sub-thr esholdc u rr e nts.
r
rhe s m o oth c u rv e S r
･
ep e S e ntthele a st- Squ a re S丘tofthedatato a
Hodgkin･ Hu xley n
2
m odelgive nby the equ atio n(5). T he c ellw a sbathed in the sta ndard Ringer s olutio n. The whole-C el-patCh
C On負gu ratio n w as u s ed wi th A T P せee pipete solution . (B)Voltage-depe ndence ofthe activ atio ntim e c o n stant. Ea ch symboland e rro r
ba r r epr e se nts 富 ±S D fo r6 c ells. For ea ch cell,the a ctiv atio ntim e co nstant w a sdete rmined a sshow nin (A). T he c u rv eis a n
expo n ential 丘tof the data points,indica血 gthatthe a ctiv atio ntim e co n sta ntdec re a sed
-fold in 31.7 m V. (C)Tim e c o u r se of de activ atio n.
De a ctiv血 ng cu rre nts atv a rio u s m erhb an epOtentials w e re丘仕ed a s sho wnin Fig. 7Ato obtain tim e c o n sta nts for de a ctiv atio n. Ea ch
Symbolande rr o rbar r epr e Se ntS富 ±S D for4to6c ells. T he c u rv eis an e XPOn e ntial 飢of the data points, Sho wing thatthe也m e co n stant
in c re a sed -fbld in64.8m V.
ウ シ網膜色素上皮の Kチ ャ ン ネル
まで2秒間で傾斜状 に変化さ せ る プ ロ ト コ ー ル を 用い た . 持 続
的な 電流 ･ 電圧 関係を得 る際 に は そ れ ぞ れ の 記 録 にお ける Rs
に よ る 電圧 降 下を補正 した . 以 上 の 他, 不活性化の 綬や か な時
間経過 を調 べ る際 に は , I)eCo u sey
22)に よ る エ ン ベ ロ ー プ 試験




(e n v elopete st)を用い た (固9C参照).
す べ て の 実験 は室温(23～ 25℃)の 下 で 行わ れ た .
Ⅴ【. 電流波形お よ び測定値 の解析
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K Clブ リ ッ ジ を 用 い て 実測 し た . 電流波形の 描出 ･ 解析 にあ た
り, そ の 値 に よ っ て 膜電位を補 正 した (標準液使用時で 10mⅥ .
測定値の 理論式 へ の 近似 に は, 膜電位を制御す る ソ フ ト ウ ェ
ア ー (上記) に付随の 解析 ソ フ トウ ェ ア
ー
, あ る い は 波形解析
用 ソ フ ト ウ ェ ア ー で あ る シ グ マ プロ ッ ト⑧(Sigm aPlot
@) ua ndel
Scie nti丘cSoftw a re, San Rafa el, US A)を用 い た.
統計的解析値を特記 し ない 限り盲 ± S Dの 形式 に て 記載 した .
Ⅶ . チ ャ ンネ ル の 不活性化 と非活性化
膜電位依存性 に開 口す るチ ャ ン ネル は 閉 じ た状態 (clo s ed
state), 開 い た 状 態 (ope n state) あ る い は 不活性 化状 態
(in a ctivated state) の い ずれ か の 状 態 にあ る . 本報 で は不活性
化状態 に至 る過程 を不活性化 (in a ctiv atio n), ま た 閉 じ た状態





Ⅰ . 細胞膜 の電気生 理的パ ラメ ー タ ー
新鮮単離 さ れ た ウ シR P E細胞 は雪 だ るま型の 形態を呈 し, そ
の 微繊毛突起側 と基底側は閉鎖帯(tightju n ctio n) に相当す る と
考え ら れ るく び れ で 区切 ら れ て い た . 徴繊毛突起側半球 は径5
､ 10〃 m で , 黒色 の 色素 に富み , 多数 の 突起 を有し た ･
一 方基
底側半球 は径1 5～ 30〃 m で , 表面の 滑 ら かな細胞膜 を有 した ■
ギ ガ オ ー ム シ ー ル は 仝例 で 基底側 の細胞膜 に て行 わ れ た . パ ッ
チ の 標 的と して は , 基底側 の 細胞膜 が明るく滑 ら か で , 徴 絨毛
突起が長く か つ 多く , 容 積の 小 さい 細胞を選 んだ. 膜 容量依存
性電流か ら計算 さ れ る ウ シR PE細胞 の 細胞膜容量 は82± 2 2pF
(18 5例)であ っ た .
各細胞で ホ ー ル セ ル 電流の 記録を開始する際 に, 電流を ゼ ロ
に固定 した と きの 膜電位す なわ ち静止膜電位を測定 し た , 標準
■
_ _ _ _ __ _ ___ _
20m M TE A
'
5 00pA
500 m s e c _≡こ . - ∴ ご
比 良
リ ン ゲ ル 液液流下 で の ウ シ R P E細胞の 静止膜電位 は, 穿孔 パ ッ
チ法 に お い て - 63± 8mV (68例), ホ ー ル セ ル バ ッ チ 法 にお い
て-64± 12 血Ⅴ(117例)であ っ た .
Ⅰ . ホ ー ル セ ル 電流
新鮮単維 ウ シP RE細胞 にお い て3種類の 異 な る 圧電流 が発現
して い る こ と が 下 記 の よ う に確認 さ れ た . す な わ ちそ れ ら は ,
内向き整流K電流 (in w a rdly re cti&ing K c u rr e nt), 遅延 型外向
き整流 K電流(delayed o utw ardly re ctifying K cu rre nt)お よ び 持
続型外向き整流 K電流 (s u stain ed o utw a rdly r e ctifying K
cu rre nt) で あ っ た . こ れ ら K電流 は, 各々 の 膜 電位依存性, 阻
害剤 に対す･る反応 , A T P依存性, 発現頻度 な どの 特性を利用 し
て 下 記の よ う に分離 さ れ解析さ れ た .
記録 した ほ と ん どの 新鮮 ウ シ R P E細胞で は , 上 記3種類 の 圧
電流以外 に優位なイ オ ン電流は観察 さ れ な か っ た . す べ て の K
電 流 が 不活性化 さ れ た 記録条件 で は , 残 余 電流 の 電流 ･ 電
圧 曲線 は傾き が小 さ い 直線状 と な り , そ の 際 の 静止膜電位
は-30皿 Ⅴ付近 で あ っ た (図1A, 1 Bを参照). こ の 残余電流 は
主 に Cl電流あ る い は非選択的陽イ オ ン 電流あ る い は そ の 両 者
に よ っ て構成 さ れ る と考え られ る.
以 下 で は3種類 の 圧電流 そ れ ぞ れ の 膜電位依存性 , 時間依存
性 , K チャ ン ネ ル 阻害剤 に対す る特性な ど の 解析結果を K電流
の 種類別に記載す る.
Ⅱ . 内向き整流 圧電流
1. 内向き整流 K電流 の 分離お よ びそ の 膜電位依存性
内向き整流 K電流 は, 記録 した すべ て (185例) の 新鮮単離 ウ
シ RP E細胞 に お い て 発現 し て い た. 内向き整流 K電流を調 べ る
際 に は , 膜 電位 を-10m V ある い は そ れ より陽性側電位 に保持
す る こ と に よ っ て 遅延型外向き整流 K電流を完全 に不活性化 さ




















Fig. 10. Se n sitivityof thedelayedo utw ardlyre cti&ing K cu rr ent to e xte rnal T E A
+
･ ㈱ F amilie s ofc u rr e nts r e c orded inthe s a m e cellinthe
abs ence(uppe rpa n el) andpr es e n ceOo w e rpa n el)of 20m M exte rn al T E 〟･ n ePe rfo r ated
-patCh c o nfigu r atio n w as ap plied･ The c o ntr ol
perfusate c o ntain ed 20mM Cs
･
toblo ck thein w a rd recti 鮎r･ Leak c u rre nts w e r e subtra cted･ (B) Relatio n shipbetw e e nthe cu rre nt
amplitude and e)dr a c ellular CO n C e ntr atio n of T E A
+
(rr E Al｡)･ In e a ch c ell, pe ak c u rre nts w er e e v oked by v oltage
-StepStO O mV fro m a
holding pote ntial0 卜 80mV atv ario u s[T E A
+]0, and the n w er e n o r maliz edto the c u rr e nt m eas u red in the abs e n c e of T 肌
ト
･ Ea chs ymbol
ande rr o rbar r epre s e nts富 士S D fo r4c ells.
r
rhe c u rv eis thele a st-Squ are S丑tof the data pointstothe equ atio n(3)wi th Kd Of 5･1 m M ･
ウ シ網膜色素上皮 の E チャ ン ネ ル
(全体 の 約24 %, 一Ⅴ項参照) は , 以 下 の 内向き整流 K電流 の 解
析 の 村象か ら 除外 さ れ た .
図1 A 上の 波形は 標準リ ン ゲ ル 液の 潅流下 で 膜電位を - 10m V
に保持 し岬14 0 か ら+ 4 0mVの 範囲で 1.2秒の 電位ス テ ッ プを与
え た と き に 導出 さ れ た ウ シ R P Eの ホ ー ル セ ル 電 流 で あ る .
20m V毎 の 電位 ス テ ッ プ変化 に より惹起 され る電流 は膜過分極
側 で内向き (図で は 下向き) に よ り大きく な っ た . す な わち内
向き整流型の イ オ ン チ ャ ン ネル に 由来す る電流が ホ ー ル セ ル 電
涜 の 優位を占め る こ と が 示唆さ れ る . 電流 は電位刺激と と もに
速 や か に (10 ミリ秒未満)ある レベ ル にまで 変化 し, そ の 後は
時間依存性 がなく平坦であ っ た . 同 一 の 細胞で 傾斜状電位刺激
に よ っ て 得ら れ た電流 ･ 電圧関係を図1Bに示 した .
次 に K チャ ン ネル 阻害剤 の 一 つ , Cs
+
に 感受性を示す電流成
分 に つ い て検 討 し た. 図1 A 上 と同 一 の 細胞 に お い て 50m M の
細胞外 Cs
+
の 存在下 で 同じ電圧固定プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 惹起
さ れ た ホ ー ル セ ル 電流を図1A下 に, ま た その と き の 電流 ･ 電
圧 関係を図1 B に示 し た . Cs+ に より 内向きお よ び外向きの 電流
は著 しく減弱 し, あと には振幅の 小 さ な電流が残 っ た . そ の 残
存電流 の 電流 ･ 電圧 関係 は約 - 100mV か ら OmV の 範 囲で は 直
線状 であ っ た . 標準 リ ン ゲ ル 液鹿流下で-75m V であ っ た 静止
十30mV













の 港流 に よ っ て - 3 1m V にまで 脱分極 し た (図
1 B). 佃の ウ シ R P E細胞に お い て も細胞外 Cs十 に よ る ホ ー ル セ
ル 電 流 の 変化 は同様 で あ っ た . す な わ ち細胞外 K+ 濃 度
(e xtra c ellula r c o n c e ntratio n ofpota s siu mio n, [K
十]｡) が 5m M
の 条件にお い て , Cs+ の 細 胞外投与 (10～ 50m M) に よ っ て 静
止膜電位は - 68 士 6m V か ら- 4 0土 5mV にまで 脱分極 した (18
例). 細胞 外Cs
十 存在下の 静止膜電位 が理論的 Cl平衡電位であ
る - 36mV に近 い こ とか ら , 残存 電流の 主な成分 は Cl電流であ
る と考え られ る .
囲1 Cの 電流 ･ 電圧曲線 は Cs十 海流前後 にお ける2 つ の 電流 ･
電 圧曲線 (国1 B) の 差を描出 し た もの で あり, す な わ ち分離
さ れ た Cs
十
感受性 の 内向き整流成分の 電流 ･ 電圧 関係を示 し
た . こ の 逆転電位 (r e v e rs alpote ntial) は - 82m V であり, EK
(岬 83mⅥ に極め て 近い こ と か ら , こ の 電流 は その ほ と ん どが
打 に よ っ て 担わ れ て い ると考えら れ る . 逆転電位 より陽性側 の
電位 に お ける外向き電流の 抑制が著 しくない こ と は , こ の チ ャ
ン ネル の 内向き整流作用が弱 い こ とを意味す る. こ の 電流 ･ 電
圧曲線 か ら以下 の 式 によ っ て各膜電位 にお け るチ ャ ン ネル の イ
オ ン 透 過 性 す な わ ち コ ー ド コ ン ダ ク タ ン ス (cbo rd
c o ndu ctan ce)を計算 し, 図1 D に示 し た.
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こ こ で , gは コ
ー ド コ ン ダク タ ン ス , Ⅰはチ ャ ン ネル 由来の 電流,
Vm は 膜電位 , Vrは チ ャ ン ネル の 逆転電位をあ ら わ す . Ⅳm -
VJ は チ ャ ンネ ル の 駆動電圧 (drivingfor c e) を意味す る . コ ー
ド コ ン ダク タ ン ス は膜電位 の 脱分極と と もに漸減 し た が , 調 べ
た 膜電位 の 範囲で は (+ 40m Vまで) ゼ ロ と な る こ と は なか っ
た . す なわ ち こ の チ ャ ン ネル は弱 い 内向き整流 を有 し, どの 膜
電位 にお い て も閉 じる こ と が な い と考 えら れ る . 内向き整流作
用 を量的 に評価す る た め , 内向きお よ び 外向きの コ ー ド コ ン ダ
ク タ ン ス を測志 し た . 1 8個 の 細 胞に お い て - 110m V (EKよ り
2 5m V陰性側) に お け る 内向き コ ー ドコ ン ダ ク タ ン ス お よ び
- 60mV (EKよ り25mV 陽性側) にお け る外向き コ ー ド コ ン ダ ク
タ ン ス は そ れ ぞ れ 5.4± 2.7nS およ び 3.1± 1.6nSで , こ れ ら よ
り内向き ･ 外向き コ ー ドコ ン ダ クタ ン ス 比1.7 が得 ら れ た .
膜電位 を-20m V よりも陰性 に保持 した 際 に は内向き整流 K
電流 に遅延型外向き K電流が混入す るが , 後者 は Cs
+
に感 受性
を欠く の で (Ⅳ項参照), こ の 場 合で もCs
+
に よ る 内向き整流 K
電流 の 分離は可能で あ る . こ の よ う に して保持電位 を - 70皿 Ⅴ
まで 過分極 させ て も, 上記の 内向き整流 K電流 の 膜電位依存性
は不変であ っ た (図 は省略).
2. Kチ ャ ン ネル 阻害剤に対する感受性
以 下 に示す よう に新鮮 ウ シ R P Eに お い て 細胞外 Cs+ は内 向き
整流 K電流を膜電位非依存的に阻害 した . 国1 E に内向き整流
E電流振幅と Cs
+
濃度 と の 関係 を示 し た. あ る濃度の Cs十存 在下
で 残存す る K電流 の 対照 と の 比(5例)を膜電位 - 36mV ある い
は 00 120m V に おい て 測定 し た. 各挟電位 にお け る内向き整流 K
電流 は以 下の 式 に よ っ て計算され た.





こ こ で , IE は内 向き整流 E電流 , IT は 全ホ ー ル セ ル 電流, gI一は
残 存電流 の コ ー ドコ ン ダ ク タ ン ス , Ⅴ.1､は 膜電位 , EI. は残 存電
流の 平衡電位 (- 3 6mV), ⅠⅠ. は EK にお ける ホ ー ル セ ル 電 流(こ
れ は残存電流 の み を反映す る)をあ ら わ す. どの Cs+ 濃度 にお
い て も2つ の 異 な る膜電位 で測定 さ れ た 阻害率 に有意差 はな
か っ た (t検定 ;p < 0.01). よ っ て Cs
十
に よ る内 向き整流 K電
流 の 阻害 は膜電位 に依存し ない こ と が 示唆 さ れ る . 図1 Eの 曲
線 は - 36mV に お け る測定値を 以 下 の 式 に最小 二乗法に て 近似
し て得 られ た .
旦 = 1
Ic
【B】)･ ･ ･ 式3
こ こ で , IBは 阻害剤存在 下 で の 内 向き整流 K竃流 , Ⅰ｡ は 対照
(阻害剤投与前) の 内向き整流 K電流, 【B] は 阻害剤の 濃度 をあ
ら わ す. 解 離定数(dis s o ciatio n co n sta nt, KA) は 阻害率50 % と




に よ る 内向き整流 K電流の 阻害は以下 に示す よう に
膜電位 に依存し た . 図2 A に同 じ細胞 か ら記録 さ れ た0.05m M
の Ba2
+
の 細胞外港流前後 にお け る2 つ の ホ ー ル セ ル 電流を示 し
比 良
た . 0.05m M の Ba2
+
の 存在下 で は 内向き電流は時間依存性 に減
少 し, 膜が より過分極す る ほ ど減少の 振幅 は よ り大きく な っ た .
図2 B に 0, 5m M の Ba
2十
の 存 在下 で の 膜電位刺激 か ら10 ミ1)秒
お よ び996ミ リ 秒 に お ける電流 ･ 電圧 関係を示 し た. 両者の 電
流 の 差 は膜電位が よ り 過分極す る ほ ど大きく な っ た . こ れ ら の
現象 は膜電位 が よ り 過分極す る ほ ど Ba2+ に よ る 内向き整流 K電
流 の 阻害 の 程度 が より大きく な る こ とを反映 し て い る と 考えら
れ る .
図2 C に-3 6mV お よ び - 1 20mV の 膜電位 に お け る 内向き整
流 K電流の 振幅 と Ba2
十
濃度 との 関係を示 し た . 電流の 振幅は 定
常状態 の 時点で測定 さ れ た . 各膜電位 に お け る測定値 を式3 に
近似 して 得 ら れ た 曲線 は膜電位 の 過分極 と と も に左 に移動 し
た. Ba2
+
に よ る 阻害の Kd は , -12 0mV で は31〃M , -60mV で
は77
′
" M (図で は省略), - 3 6m V で は12 8/∠ M であ っ た .
他 の K チャ ン ネル 阻害剤 の 内向き整流 K電流 へ の 影響 に つ い
て もlご 記の よ う に調 べ た . 20m M の T E A十 は 内向き整流 K電流
を変化 させ な か っ た . 高濃度 (5 0､ 100m M)T E A
+溶 液下 で は
内向き整流 K電流 は幾分阻害 さ れ た が, こ れ は T E A十 と の 置換
イ オ ンで あ る Na十 の 濃度減少 に起因する と 考え られ る.
種 々 の K チャ ン ネ ル の 阻害剤であ るキ ニ ジ ン (100〃 M) の 細
胞外投与は内向き整流 K電流 を ほ ぼ完全に阻害 し た (4例). グ
1)ベ ン ク ラ ミ ド 鹿1ibe n cla mide) (100/LM) は 内向き整流打電
を変化させ な か っ た (2例).
3. K
ト選択性 お よ び 細胞外 K
十 濃度依存性
図3 A に同 一 の 細胞 に お い て異なる【灯]｡(2, 5 およ び20mM)
にお い て 得 ら れ た ホ ー ル セ ル 電流の 電流 ･ 電圧 関係を示 し た .
【K
+
】｡ の 増 加 に よ っ て電 流 ･ 電圧 曲線 は そ の 形 をあまり変え る
こ と なく右方向に移動 した . 一 方 Cs
+
の 存在下 で は【E
+
】( ,を 変え
て も電流 ･ 電圧 曲線 は ほ と ん ど変化 しなか っ た (図3 B). Cs
十
に
よ っ て分離 さ れ た 内向き整流K電流 の 電流 ･ 電圧 曲線 は【K
+
]-】
の 変 化に 伴 っ て ほ ほ EIくの 変 化分 だ け 水平方向 に移動 し た (図
3C). 内向き整流K チャ ン ネ ル の 透過惟と 【打】(,と の 関係 を調 べ
る た め, そ れ ぞ れ の 【K
十
】｡ にお い て 同一･ の 駆動電圧 に よ る コ ー
ド コ ン ダク タ ン ス の 大 き さ を計算 し比較 し た . 例 え ば EK±
25m Vの 膜電位 で測定 し た外向きお よ び 内向きの コ ー ド コ ン ダ
ク タ ン ス (こ の 場 合の 駆動電圧 は25m V) は, 【K
+
】(,の 5m M か ら
2m M へ の 減少 に よ りそ れ ぞ れ 対照(5m M) の 134± 11 % お よ び
123± 10 % に増加 し, 一 方 【K
十
】.)の 5mM か ら20m M へ の 増加 に
よ り それ ぞ れ 対照 の 50± 1 1 % お よ び54± 1 3 % に減少 した (l叉1
3 D).
同時に得 ら れ た 逆転電位 は【K
十
】｡ が 2m M (EK = -106m V) で
は¶104 ±3mV (5例), 5m M (EK = -83m V) で は-83± 6mV
(25例), 20m M (EIく= -48mV)で は-51± 5m V(5例) であ っ た .
以 上 の 結 果か ら得 ら れ た 【K十].,の 10倍変化あた り の 逆転電位の
変化 は53mV であり, あ る チ ャ ン ネル が 完璧 な K
十
選択性 を有す
る場合の 値58皿Ⅴ に 近似 し た . よ っ て こ の 内向き整流チ ャ ン ネ
ル は 高い E
十選択性を有する と 考えら れ る .
4. 細胞 内A T P依存性
穿孔 パ ッ チ 法を用い た場合 に は, 内向き整流 圧電流 は通常60
分以 上 に わ た っ て 安定 に記録さ れ た . 一 方ホ ー ル セ ル バ ッ チ法
に お い て は 下 記 の よう に 内向き整流 E電流の 活性 は ピペ ッ ト内
充填液の A T P濃度 に依存 し た . 図4 A にホ ー ル セ ル バ ッ チ 法
に お い て ピ ペ ッ ト 内 に2m M の A T Pを含有す る場合 の 代表的
な ホ ー ル セ ル 電流 の 経時的変化を示 し た . こ の 細胞 に お い
ウ シ網膜色素上皮の E チ ャ ンネ ル
て-36mV は高濃度 Cs十 存在下 で の 残存電流 の 逆転電位であり,
そ の 電位で の 電流の ほ と ん ど は内向き整流 K チャ ン ネ ル に由来
する . ま た-83m V は内向き整流 K チャ ン ネル の 逆転電位であ
り , そ の 電位で の 電流 は内向き整流 圧電流以外の 確存電流 であ
る . パ ッ チ 膜破砕直後 の 電流変化 は ドナ ン (Do n n an) 電位 の 減
少に起因す る と考えら れ る. そ の 後-36m V にお ける K竃流 は
Cs
十
に よ り可 逆的に阻害 され るま で ほ ぼ 一 定で あ っ た . ま た電
流 ･ 電圧 関係か ら弱い 内｢司き整流作問を有する K電流が維持 さ
れ た こ と が 確認 され た (図4 B). 同様 な結果は , 2m M あ る い は
4m M の A T P を含有する ピ ペ ッ ト内液を用 い て ホ ー ル セ ル バ ッ
チ法 を行 っ た他 の 11例 に お い ても観察 さ れ た .
山 方図4 C に ホー ル セ ル バ ッ チ 法に お い て ピ ペ ッ ト内に 〟rP
を含まな い 場合の 代表的 な ホ ー ル セ ル 電流 の 経時的変化 を示 し
た . こ の 場 合 - 36m V に おける 打電流 は急激 に減少 し約8分以
内に完全 に消失 した . そ の 際の 電滝 ･ 電圧 関係 の 変化か ら, 消
失 し た 電流 が 内向き整流 K電流で あ る こ とが 確認 さ れ た (図
4 D). 同様 な結果 は他 の 10例 にお い て も観察 され た. 以 上 の 結
果か ら , 内向き整流 K竃流 の 活性の 維持 に は細胞内A TP が必須
である こ と が 判明 した .
Ⅳ . 遅 延型外向き整流 K電流
1. 膜電位依存性
図5 A に膜脱分極刺激 によ り惹起 され る 遅延型外向き整流 K
電流の 典型例 を示 し た. 膜電 位を-90m V に保持 し-30mVあ
る い は よ り陽性の 電位まで脱分極 させ る と頂点 に至 っ てか ら ゆ
っ く り と 減衰す る外向き電流が惹起 され た . 一 方図5Bの よ う
に 同 じ細胞 で保持電位 の み を し 10m V に脱 分極 さ せ た場合 に
は , どの 刺激膜電位 にお い て も惹起 さ れ る電流 は小 さく時間依
存性を有 さ なか っ た . こ れ はす な わち遅延型外向き整流 K電流
が不活性化 し た こ と を示唆する . 図5 A と5 B にお け る電流の 頂
点振幅 (頂点が無 い 場合は平坦部 の 平均値) と膜電位と の 関係
を図5 C に示 し た . 保 持電位 が-90m Vの 際 に は 優位を占め た
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外向き整流の 電流 ･ 電圧 関係が , 膜電位を刺激の 間 - 10mV に
保持する こ と に よ っ て 完全に消失 した . こ の よう なウ シR P Eの
遅延型外向き整流 K電流は 上 記の よ うな脱分極刺激を試 した す
べ て の 細胞(16 7例) にお い て観察 され た. 遅延型外向き整流 K
電流の 特性 を調べ る 際 には 持続型外向き整流 圧電流 (下記) を
発濁 して い る細胞 を対象か ら除外 した . また必要 に応 じて ÅT ?
を含有 しな い ピペ ッ ト内液 を細胞内 に拡散 させ る かあ るい は 高
濃度の Cs十 を含有する細胞外液を湛流する か の い ずれ か によ っ
て 内向き整流 K竃流の 混 入を完全に除去 した.
5m M K
+を 含有す る リ ン ゲ ル の 激流下で は遅延型外向き整流
圧電流 の 剛｣閥値電位は - 40mV付近で あ っ た (図5A, 5C). 遅
延型外向き整流K電流が由来する チ ャ ン ネル の 膜電位依存性を
調 べ るた め に, 外向き電流の 頂点振幅か ら式1を用い て コ ー ド
コ ン ダク タ ン ス を計算 し, こ れ と 脹電位 との 関係を図6 に示 し
た
.
コ ー ド コ ン ダ ク タ ン ス の 大きさ は細胞 に よ っ て ばら つ く の
で , 各細 胞に お ける最大コ ー ド コ ン ダク タ ン ス に対す る比を検
討 した . 園6の 曲線 は各測定値 を以下の Boltz ma nn の 関数 に最





こ こ で , gは コ
ー ドコ ン ダク タ ン ス , gSは最大 (飽和) コ ー ドコ
ン ダク タ ン ス , Vm は膜電位, Vl/2は コ ー ドコ ン ダク タ ン ス が 最
大の 50 % とな る膜電位をそれ ぞ れ あら わ す. k｡ は 膜電位 へ の
依存度 を意味する定数(単位は mV) で ある . 5m M Iぐの 存在下
にて コ ー ドコ ン ダク タ ン ス は 約 - 4 0mVの 閥値電位を有 し, 膜
電位 の 陽性化 に と もな っ てS状 に増加 し , 約 + 4 0m V付 近で
飽和 し た . 国6の よ う に ホ ー ル セ ル バ ッ チ 法 を用 い た1 3個
の 細胞 に お い て 5m M lぐの 存 在~~Fで の gs は 8.5 ± 2,8nS,
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Fig. 12. Voltage-depende n c e ofthe s u stain ed o utw a rdly re ctifying K cha n n el. (朗Tailc u rr e nts activ ating at - 30m V follo wingthe
pr epulse stopote ntialsindic ated, ¶le C e11w asbathed in the standard Ringe r s olutio n a ndr e c orded in the whole
- Cell-PatCh c o n丘gu r atio n
wi th 4m M A T P in thepipette solutio n. (B)Condu cta n c e⊥V Oltage relatio n ship. T he chordc o ndu ctan C e W a S Calc ulated bythe equ atio n(7),
and w a s n o r maliz edto a m a xim u m v alu ein e ach c ell. Each symbola nd er ro rba r r epre s e nts富± S E M forlOc ells. T he $ m O Othcu rv eis
thele a stTSqu ar e S丘tof thedatato the equ atio n(4)wi thⅤalu e s of Vl/2 = - 63.1 mVa nd kn= - 9.3 mV.
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と 穿孔 パ ッ チ 法 にて 得 られ た値 毎 =8.3± 1.9nS, Vl/2 = + 6.8±
2.4mV, kn≡ -13.3± 1.4mV, 10例) と の 間には 統計学的な有意
差 はなか っ た .
2. E十 選択性
図7 A に十 30mV, 240ミリ 秒の 脱分極刺激 にひ き続く - 100m V
か ら - 50mV の 範囲で の 膜 過分極 に よ っ て惹起 さ れ た 電流を示
した . こ の よう に 遅延型外向き整流 K電流が頂点に達 し た直後
に膜電位を過分極電位 に戻すと , チ ャ ン ネ ル が 閉 じる 過程 (非
活性化) に由来す る テ ー ル 電流 匝ilcu rre nt) が 観察さ れ た . 図
7 Aの 生 波形 に重 な る滑 ら か な曲線 で示 し た よ う に, 電 流 の 減
衰 は 指数関数の 近似曲線 に よく適合 し, そ の 極性 は - 7 0､ -
80mV に て逆転 した . 図7B に示 し た よう に, 各膜電位 で の テ ー
ル 電 流振幅か ら近似直線を求め , それ が Ⅹ軸 と交差す る点 の 電
位 (こ の 細胞で は - 74mⅥ をテ ー ル 電流 の 逆転電位 と した . 7
個 の 細胞 に お い て 【打]｡ が5m M (EK= - 83m Ⅵ の 際 の 逆転電位
は - 72.2 ±4.6mV であ っ た .
一 方 [打】【,が 140m M (EK =Om Ⅵ の 場 合に は , 膜脱分梅刺激に
40pA
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よ り惹起 さ れ る 遅延型外向き整流 K電流 の 極性 が EE近傍 に
て 逆転 し た . 図7 C にそ の 代表例を示 し た . 頂 点 を有す る電
流 は , 十 3mV より 陽性 の 刺激電位 で は 外向き , + 3m V より
陰性 の 刺激電位 で は 内向き であ っ た . こ の 際 の 逆 転電位 は
頂点電流振幅 と電圧 の 関係 に よ っ て (図7D) よ り詳細 に計
測 さ れ た . 10個 の 窮椚包に お い て [K
十
】｡ が1 40m M の 際 の 逆 転
電位 は - 2 .6 士 1.5m V であ っ た . [K
+
]｡ が 7 0m M (EK = -
17m V) の 場 合に も, 活性 化 さ れ た 遅延型外向き整流 K電流
の 極性 が 同様 に EK近傍 に て 逆転 し た (図は省略). 6個 の 細
胞 に お い て [K
十
]t,が 70m M の 際 の 逆 転電位 は - 11.3± 1.8m V
で あ っ た .
以 上 の 結果 か ら 得 られ る 【K
十
】(,の 1 0倍変化あ たり の 遅延型外
向き整流 E電流 の 逆転電位 の 変化 は52.1mV であり, 完璧 な K
十
選択性を有す る場合 の 値58mV に近似 した . 従 っ て遅延型外向
き整流K チャ ン ネル は 高い K+ 選択性を有す る と考え ら れ る.
3. 活 性化, 非活性化の 時間依存性
図8A に- 10m V か ら+ 40m Vの 膜脱分極刺激 に よ り惹起 され
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Fig･ 13･ Activ atio n- and dea ctiv atio n-kinetics ofthe su stain edo utw a rdlyr e cti&ing Kc u r re nt. 仏)Tim e co u rs e ofactiv atio n. Cu rre nts w e r e
ev oked fro m aholdingpotentialof
- 70mV byv oltage-puls e stothe pote ntialsindic ated･ T he pe rfo rated-patCh co n負gu r atio n w a s ap pliedA
Ea ch n oisytr ac eis也e av er age ofthre e separ ate ru n S. Theperfus ate c o ntain ed lOOm M T E 〟and 20m M Cs
+
. Leakc u rre nts w er e s ubtracted.
Sm o oth tr ac e s sho w expo n e ntial 鮎s of the c urrents. O3)¶ m e c o u rs e ofactiv ationin a n othe r c ell.
′
me pe rfus ate w a s s a m e asin (朗.
Cu r re nts w e re e v oked fro m aholding pote ntialof
- 70mV by v oltage-puls esto the pote ntialsindic ated.
′
m e s m o othtr a ce sho w sthe
le a st- Squ ar e S丘tof thedatato eithe r a single expo n e ntial fun c也o n(- 10rnV)or an equ atio n which c o n sits oftw o expo n e ntial fun ctio n s(O
mV a nd m o repo sitiv epote ntials). (C) Tim e c o u r s e of de a ctiv atio n. T he n oisy tr a c es repr e sentde activ ating c u r re nts pr odu c ed by
hype rpolarizingthe m e mbra n efro m aholdingpote ntialof - 30m Vto v oltage sindic ated. TYl e S m O Othtra c e s ar e e xpo n e ntial ats ofthe
Cu rre ntS･ TYl e Whole-C ell-patCh c onBgu ratio n w a s ap plied wi th 4m M A T P in the pipette･ T he pe rfus ate w asthe $tanda rd Ringe r s olutio n･
の)Voltage-depe ndence ofthede a ctiv atio ntim e c o n sta nt. Ea ch symbola nd err o rbar r epre S e ntS富士 S E M fo r8c ells.
ウ シ網膜色素上皮 の K チャ ン ネル
た遅延型外向き整流 K電流の 代表例 を示 した . 外向き電流 は刺
激開始か ら わず か に 遅れ て 立 ち上 が り, い わ ゆ るS状の 時間経
過を呈 した . こ の 時閉経過 は刺激電位が より脱分極す るほ ど速
く な っ た . こ の 活性化 の 波形は以下 の Hodgkin-Hu xleyの n
2モ
デ ル 式に よ く適合 した .
Ⅰ = Ⅰ.】 il-eXp 卜 t/T)i2 ‥ 式5
こ こ で , Ⅰは 刺激開始か ら の 時 間t にお け る 電流振幅 , Ipは頂点
電流振幅, T は 時定数をそれ ぞ れ あ ら わ す. 図8 B に6例か ら
得 られ た活性化 の 時定数 と膜電位 と の 関係 を示 した . 例 えば活
性化 の 時定数は - 10mV で は 38.3 士 5.9 ミ リ秒, + 40m V で は
9.0± 1.5 ミ リ秒で あ っ た .
チ ャ ン ネ ル の 活性化 に引き続 い て 膜電位 を過分極 させ る と ,
チ ャ ン ネル の 非活性化 を反映 した 時間依存性の 電流変化が観察
さ れ , 図7 A にそ の 代 表例を示 した . 非活性化の 時間経過 は指
数関数の 近似曲線に よ く適合 し, 膜電位が より過分極する ほ ど
速く な っ た . 図8 C に 7例 か ら 得 られ た 非情性化の 時定数 と膜
電位 と の 関係 を示 した . 例え ば - 1 20m V で は9.4 ± 4.1 ミ リ秒
で あ っ た 非括惟化 の 時定数 は - 6 0mV で は 23. ± 8.3 ミリ 秒と
増加 した .
4. 不活性化過程
膜脱分極 の 持続 に よ っ て遅延型外向き整流 K電施 は不晴性化
を呈 し た. 図9A に膜電位を-10 か ら+ 4 0mVの 範囲で1秒間脱
分極 さ せ たと き に観察 され る不活性化電流 の 典型例を示 した .
図9 A に おい て 生波形 に重な っ た滑 ら か な 曲線 で示 した よう に
そ の 時 間経過は指数関数 モ デ ル に よく適合 し た. 図9 B に図9A
に て得 ら れ た不活性化の 時定数と膜電位 と の 関係を示 した . 膜
電位 が-10mV か ら+ 40m Vの 範囲で は不活性化の 時定数 は膜
2 m M Ba
2+
4 0 0pA -3 0m V
5 00m s e c
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電位 に依存せずほ ぼ一山 定で あ っ た∴
不活性化の 時定数に は細胞 によ らて か な りの ば ら つ きが み ら
れ た
.
15個 の 細胞 にお い て ホ ー ル セ ル バ ソ テ法 の 確立後5分か
ら15分 の 時点で膜 を+ 40mV に脱分極 して 得ら れ る不活性化の
時定数の 富 士 S D は 1418士 755 ミ リ秒, そ の 範 囲は357～ 2722
ミ リ 秒で あ っ た . 不活性化の 時定数 は穿孔 パ ッ チ法 で は より大
きく なり, 射固の 細胞 にお い て そ の 富 士S D は3559±893 ミリ秒,
そ･の 範囲 は2234､ 46 07 ミリ秒で あ っ た . 従 っ て 細胞質内の あ
る物質に よ っ て不活性化が制御さ れ て い る可 能性がある二･
刺激電位 が - 10m V より も陰性側 に お い て は , 時 間経過の
遅 い 活性化電流 が混 入する の で (図5 Aを参照), 不活性化の
特定数を図9 Aの よ うに 直接的に測嘉す る こ と は困難 である .
こ れ を克服する た め に エ ン ベ ロ ー プ試験(上記) を用 い , その
代表例 を図9 C に示 し た . 例 え ば - 20mV における 不活性化過
程を調 べ る際 に は , 図9 Cの 上 に示 し た よう に異な る持続時間
の - 20皿Ⅴの 前刺激 に引き続く + 40mV, 500 ミ リ秒の 脱分極刺
激によ っ て 遅延型外向き整流圧電流 を活性化させ た . - 20mV
の 前刺激時間が長く なる ほ ど不描性化が進行 し, 頂点振幅は減
少 した . こ の 頂 点振幅減少 の 時間経過 はす なわ ち - 20m V にお
け る不活性化の 過程 を意味す る . 図9 C下 に 示 し た よ う に-
4 0m V におい て は不活性化は よ り遅く, か つ より不完全 とな っ
た . 図9 C に示 し た よう に不活性化 の 時間経過 は指数関数の 近
似曲線 によ く適合 し た. こ れ ら の 不活性化の 特定数 は - 20m V
お よ び-40m V におい てそ れ ぞ れ0.9秒お よ び2.2秒で あ っ た .
同様の 方法で測定し た各膜電位 に お け る不活性化の 時定数 を囲
9B に示 した . Om V より 陰性 の 膜電位 に お い て 不活性化の 時定
数は膜電位に依存 した. 同様の 傾 向は ホ ー ル セ ル バ ッ チ法あ る




































Fig. 14. Se n sitivity ofthe s u stain ed o utw ardly r e ctifying K c u rre nt to e xte rn al Ba
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･ (B)Co n ce ntratio n-depe nde n c e ofthe Ba
2㌧
indu c ed blo ck. Each symboland e rro rba r repre s e nts更 ±S E M fo r3to 8c ells･ Fo r e ach c ell, the m a xim u m cho rd co ndu
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2+
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図5 B に示 した よ う に膜電位 を脱分極電位 で長時間(約15秒
以上)保持する と 遅延型外向き整流K電流は完全に不活性化 さ
れ た . 定常状態 の 不活性化 は, 膜電位を様 々 な電圧 に3 0秒 以
上 固定 した後 に 同 一 の 脱 分極刺激を与える こ と に よ っ て 調 べ ら
れ た . こ の よ うな実験 の 1例 を 囲9 D に示 した . 脱分 極刺激 で
活性化さ れ る 電流は , - 60m V より陰性の 保持電位 で は変化 が
な か っ た が ,
- 6 0m V より 陽性電位 で は 徐 々 に 減弱 し , -
10m V より陽性電位で は完全 に消失 した . 図9 Dの 曲線 は 各測定
値を以下の Boltz m a n nの 関数に最小二乗法 にて 近似 させ る こ と





こ こ で , Ⅰ｡ は外 向き電流 の 頂点振幅, Isは 外向き電流 の 頂点振
幅の 最大値 , Vl,は 脱分極刺激前 の 保持電位, Vl/2は 外 向き電流
の 頂点振幅が最大値 の 50 % と な る とき の 保持電位をそ れ ぞれ
あ らわ す. k｡ は膜 電位 へ の 依存度を意味す る定数 で あ る . 図
9 Dの 例 にお い て Vl/2は - 35.1m V, knは8.5m V であ っ た . 同様
の 結果は 他の 2例 で もみ らjt, 計3例 にお い て Vl/Zは - 36.5 ±
2.1mV, knは9.2± 0.7m V であ っ た . この 結果 か ら, 保持 電位
を - 7 0m V よりも陰性 に設定すれ ば 最大活性化電流 が得 られ る
こ と , また保持電位を - 10m V よりも陽性 に設定す れば遅延型
外向き整流 K電流を完全 に不活性化できる こ と が確認され た .
5. E チャ ン ネル 阻害剤 に対する感受性
ウ シR P Eの 遅延型外向き整流 K電流 に お い て , まず T E A
+ の
1 s e c
比 良
阻害作用 に関 して 以 下 の よ う に検討 した . 図10A に対照リ ン ゲ
ル 液お よ び20m M T E A+ 溶液 の 潅流下 で 同 山 の 細胞か ら記録さ
れ た 遅延型外向き整流 K電流を示 し た . こ の 細 胞 に お い て
2 0m M の T E A
+
は遅 延型外向き整流 K電流 の 8 0 %を阻害 した .
図10Bに4例か ら得 ら れ た様々 なT E A十濃 度に お ける 遅延型外向
き整流E電流の 頂点振幅比 を示 し た . 図10 Bの 曲線 は各測定値
を式 3 に近似 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ , こ の と きの Kd は
5.1皿 M であ っ た .
次 にK チャ ン ネ ル 阻害剤 , 4rA Pの 遅延型外向き整流 K電流 に
対す る阻害作用を検討 した . 3例 に お い て 1m M お よ び5皿 M の
4,A Pの 阻害率 はそ れ ぞ れ29.7± 3.2 % お よ び45.3士 2.1 % であ っ
た . 4,A P濃度 を10m M に増加 し ても阻害率は 43.7± 3.5 % と増
加 しなか っ た (5例). 100〃 M の キ ニ ジ ン は遅延型外向き整流 K
電流をほ ぼ 完全 に阻害 した (5例).
一 方細胞外 Ba2十 の 遅延型外向き整流K電流 に対す る阻害作用
はわず か で , 例 えば2m M お よ び10m M の Ba2十 の 阻害率 は それ
ぞ れ5,0± 3.0% (5例) お よ び24.5± 7.9 %(3例) で あ っ た . 細
胞外 に投与 さ れ た Cs
十
(5 ～ 20mM , 9例)ある い は カ リ ブ ド トキ
シ ン (5nM , 3例) は遅延型外向き整流K電流 の 振幅お よ び 時間
経過 を変化 さ せ なか っ た .
† . 持続型外向 き整流 K電流
1. 膜 電位依存性
調べ た す べ て の ウ シ R P E細胞 の 約24% (18 5例中44例) にお
い て , 長時間の 脱分極 に よ っ て も全く不活性化されずにその 活
性が持続する外向きK電流 が観察 され た . こ の 持続型外向き整
流 K電流 は 下 記の よう に膜電位依存性, 時 間経過 お よ び 阻害剤
5 m M Cs
+
4 0 pA - 30
500m s ec
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ウ シ網膜色素上皮 の E チャ ン ネル
に対する感受性の 観点 にお い て 遅延型外向き整流 K電流と は 明
ら か に 異 な っ た . 持続型外向き整流 K電流を遅延型外向き整流
K電流 か ら分離 して 解析す る際 に は, 保 持電位を脱分極させ て
後者を完全に不活性化 さ せ る か , あ る い は高膿度 TEA+ 溶液を
港流 して 後者を阻害 した (Ⅳ項参照). また 下記 の よう に時間依
存性 の 成分の み を解析す る こ と に よ っ て 内向き整流 K電流の 混
入 を回避 した .
図11 A お よ び11 B に5 0mM T E A
+ を含 む溶液の 潅流 下で 同 一
の 細胞 か ら 記録され た ホ ー ル セ ル 電流 を 示 した . こ の 濃度の
T E A
+
に よ っ て 遅延型外向き整流 K電流 は ほ ぼ完全に阻害 され
た (図10 B参照). こ の 細 胞に お い て は 保持電位-80mV か らの
脱分極刺激 に よ っ て綾 徐 に立ち上 が る 外向き電流 が惹起 され ,
少 なく と も2.4秒 間それ は不活性化 され なか っ た (図11 A). 一
方膜電位を - 10mV に保持 し た場合 に は (図11 B), 過分極刺激
によ っ て 時 間依存性 に変化する電流(c u rr entrelax atio n) が 惹起
され , そ の 極性 は約 - 80mVすな わち EE付近 にお い て 逆転 した.
従 っ て こ の 電流成分 は Ⅹ チ ャ ン ネ ル に 由来 し, こ れ が 閉 じ る
(非活性化する)過程を反映す る と考え ら れ る. また 膜電位 が各
刺激電 圧 か ら - 10mV に戻る 際に は 外向き に時間依存性 に増大
す る テ ー ル電 流が観察 され た . こ の テ ー ル 電流は チ ャ ン ネル が
開く(活性化する)過程 を反映す る と考え られ る.
図11 C に- 80m Vお よ び-10m Vの 保持電位か ら惹起 さ れ た
ホ ー ル セ ル 電流 の 定常状態で の 電流 ･ 電圧 関係を示 した . 2 つ
の 電流 ･ 電圧 関係が ほ ほ 一 致 し た こ と か ら , こ の チ ャ ン ネ ル
は - 10mV の 保持電圧 で は完全 に開 い て おり , 刺 激間隔である
15秒 の 間全く不活性化 され な い と 考え ら れ る . 図5C と囲11 C
を比較す ると , こ の 持続型外向き整流 E電流 の 保持電位 へ の 依
存性 が遅延型外向き整流 E電流の それ と全く異な る こ と は明確
であ る . 保持 電位 を-80m V に設定 した 際の 刺激開始直後 (10
ミ リ 秒後) の 電流 ･ 電圧関係 と定常状態 の 時点で の そ れ と の 比
較か ら (図11 C), 持 続型外向き整流 K電流 は-60m V よりも陽
性の 電位刺激 によ っ て 活性化さ れ る こ と が示唆 され る.
開 口 開催電位 と推定 され るm60mV 付近で は 活性化の 時間経
過が遅く, か つ EKに 近く て チ ャ ン ネ ル の 駆動電は が 小さ い の
で , 活性化電流 が過小評価 さ れ る可 能性 がある . 従 っ て持続型
外向き整流 K チャ ン ネ ル の 透過性と電圧 と の 関係 を調 べ る際 に
は脱分極電位 に お け る テ ー ル 電流 (上 記) を解析 し た . 図12 A
に膜電位を各前刺激電位 か ら保持電位 である一30mV に戻 し た
と き に記録 さ れ た テ ー ル 電流を示 した . こ こ で 基線 を越 え て外
693
向きに活性化 され る 電流 は観察さ れ ない の で , こ の 電圧 固定プ
ロ ト コ ー ル で は 遅延型外向き K電流を無視で きると考え ら れ
る . 前刺激電位が-120mV か ら- 90m Vの 範囲で ほ テ ー ル 電流
は 同 じ電流 レ ベ ル か ら 始まり, 新 た な定常状態 レベ ル にまで指
数関数的 に変化 した . 次 に前刺激電位 が - 8 0mV か ら- 40m V
の 範囲で は テ ー ル 電流は より陽性 の 電流 レ ベ ル か ら始ま っ て 先
と 同 じ定常状態 レ ベ ル にま で 変化 し た . 最 後 に前刺激電位
が - 30皿Ⅴか ら - 10m Vの 範囲で は テ ー ル 電流は ほ ぼ 基線に 一
致 して 一 定で あっ た . こ れ らの 結果か ら, 持続型外向き整流 K
電流は - 90IlⅣ より陰性電位で は完全 に非活性化さ れ , - 80m V
か ら - 40mV の 範囲で は部分的に活性化 さ れ , - 30mV より陽
性電位 で は 完全 に活性化 され る と 考え ら れ る . この チ ャ ン ネ
ル が 指数開放的 に開閉 しか つ 不活性化 さ れ な い こ と か ら , 各
膜 電位 に お ける コ ー ド コ ン ダ ク タ ン ス は以 下 の 式 に よ っ て 表




- △ g(十30) ‥ 式7
こ こ で , g は コ
ー ドコ ン ダ ク タ ン ス , 節 は コ
ー ドコ ン ダク タ ン
ス の 最大値, △ g(- 30) は膜電位 を - 30m V に戻す こ と に より
変化 し た コ ー ドコ ン ダク タ ン ス (各テ ー ル 電流振幅を膜電位
が-30mVの 際の 駆動電圧 で ある53mV で除 した値 に等 しい) を
それ ぞれ あ らわ す. こ の よう にテ ー ル 電流か ら計算さ れ た最大
コ ー ドコ ン ダ ク タ ン ス は計10例 にお い て3.4± 2.3nS であ っ た .
図1 2 B に1 0例 の 各細胞 にお い て 最大値 で標準化 し た コ ー ドコ
ン ダク タ ン ス 比と 電圧 と の 関係を示 した . 図12 Bの 曲線は式4
に よ る 近似曲線で , n/2 は - 63.1m V, k｡は - 9.3m V であ っ た .
こ の 結 果 , 持 続性外向き整流 K チャ ン ネ ル の 開口 開催電位




図11 Bや 図1 3C に示 した よ うに 過分極利敵に よ っ て時間依存
性 に変化す る電流 の 極性は EK付 近で 逆転 し た . 個 々 の 細胞 に
お ける逆転電位 はその 電流変化 の 振幅 と膜電位と の 関係か ら 求
め ら れ た (囲は省略, Ⅳ - 2項参照). 【K
+
】｡ が5mM の 際の 逆転
電位 は-84± 4m V(12例) で あり, EK ( - 83mV) に近似 した .
[K
十
レが2 0m M (EK = -4 8m V) の 際の 逆転電位 は-4 6± 5mV (3
例), 2m M (EK= -106mV)の 際の 逆転電位 は-98± 1mV(3例)
であ っ た . 以 上 の 結果か ら得ら れ た 【K
+
1. ,の 10倍 変化あた りの
逆転電位の 変化は52mV であり, 完璧 な K
十
選択性を 有す る場合
の 倍58mV に近似 した . 従 っ て 持 続型外向き整流K チャ ン ネ ル
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694 高 比
は高い 打 選択性を有す る と考えら れ る .
3. 活性化と非活性化の 時間経過
図13 A に- 60m V か ら- 2 0mV の 刺 激に よ っ て 活性化 され た
持続型外向き整流K電流の 一 例を示 した . こ こ で 内向き整流 K
電流お よ び遅延型外向き整流 K電流はそれ ぞ れ 細胞外溶液中 の
20m M Cs
+
お よ び 100m M T E A
+
に よ っ て あら か じ め阻害 さ れ た .
こ れ ら の 阻害剤 は持続型外向き整流 K電流の 活性化の 時間経過
に は影響を与えな か っ た . 図13 Aの 生 波形 に重なっ た 滑 らか な
曲線 に て示 し た よう に活性化 の 時間経過 は指数関数の 近似曲線
に よく適合 した . 多くの 例で - 10mV より 陽性電圧 の 刺激 に よ
る活性化電流の 時間経過 は以 下 の よ う に より複雑であ っ た . 図
13 B に細胞外の 20m M Cs
+
お よ び100m M T E A
+
の 存在下 に お い
て - 10m V か ら 十30m V の 刺激 に よ っ て 惹起され た持続型外向
き整流 K竃蘭を示 した . - 10mV にお ける 活性化の 時間経過 は
1つ の 指 数関数曲線 に よく適合 した が , より陽性電位 にお ける
活性化 の 時間経過 の 近似 に は2つ の 指 数関数の 和 を要 し , こ の
際 の より遅い 時定数は 500､ 1000 ミ リ秒 であ っ た .
図1 3 C に標準 リ ン ゲ ル 液湛流 下 の 細胞 に お い て 幌電位
を - 30mVの 保持電位 か ら より陰性 の 各膜電位 に変化 さ せ る こ
と に より惹起 され た持続型外向き整流 K電流 の 非活性化過程を
示 し た. この 保持電圧 で は遅延型外向き整流K電流成分の 混 入
はみ られ ず(上記), ま た 内向き整流 K電流は時間依存性 を有 し
な い の で, E チャ ン ネル 阻害剤を用い なく ても持続型外向き整
流 K電流の 非活性化過程 の 分離 ･ 解析 が 可能である . 図13 Cの
滑 ら かな曲線で示 した よ うに , この 非 活性化電流波形 は指数関
数の 近似曲線 に よく適合 した . 図13 D に同様の 解析を行 っ た計
8例 か ら得られ た非情性化 の 時定数と膜電位 との 関係を示 した .
非情性化の 時定数 は - 120～ - 60mV の 範囲で は脱分極 に伴 っ
て 増加 し, - 60mV付 近 にて 最大と なり, さ ら に 脱分梅す る と
減少 し た. 例 えば 非活性化 の 時定数の 貢 ± S E Mは-120m V で
は 42± 6 ミリ秒, - 60m V で は297± 19ミ リ 秒で あ っ た . 持 続
型外向き整流 圧電流 の 非情性化の 時定数は遅延型外向き整流 K
電流の それ の 約10倍 で あ っ た .
4. Kチ ャ ン ネ ル 阻害剤に対す る感受性
閻14 Aに2m M Ba2+溶 液の 瀧流前後 に お い て 記録 さ れ た ホ ー
ル セ ル 電流 の d 例を示 した . 2m M Ba2
十
に よ っ て 持続型外向き
整流 K チャ ン ネ ル に由来す る過分極刺激に よ っ て 時間依存性 に
変化する電流成分 お よ び テ ー ル 電流の 振幅が 低下 し た . 図14B
に8個の 細胞 か ら得 ら れ た 持続型外向き整流 K チ ャ ン ネ ル の コ
ー ド コ ン ダク タ ン ス と 細胞外Ba2十 濃度と の 関係 を示 し た . 滑 ら
か な曲線 で示 し た よ う に 各測定値 は式3の 近 似式 に よ く適合
し, そ の 際の Kdは1.1m M で あ っ た .
図13 A お よ び B に示 し た よ う に持続型外向き整流 K電流 は
100m M T E A
+
によ っ て も完全 には 阻害さ れ なか っ た . 図15 A に
示 した よう に20m M T EA+ は 時間依存性 の 成分 をほ と ん ど変化
させ なか っ た . 4例 にお い て 20m M T E A
+
存在下で の 持続型外向
き整流 K電流 の 最大 コ ー ドコ ン ダ ク タ ン ス は 対 照 の 9 5.1 ±
3.9 % であ っ た .
図15 B に5m M Cs
十
の 細胞外投与 の 前後 にお け るホ ー ル セ ル 電
流を示 し た . Cs
十
は持緯型外向き整流 E チ ャ ン ネ ル 由来の テ ー
ル 電流振幅 を ほ と ん ど変化さ せ な か っ た . 6例 にお い て 5m M
Cs
十
の 存在下 で の テ ー ル 電流振幅 か ら計算 された定常状態 の 最
大 コ ー ドコ ン ダ ク タ ン ス は対照の 97.4 土12.8 % であ っ た .
一 方
図15B に示 した よう に5m M Cs
+
は 過分極電位に おける時間依存
性電流成分を か な り減弱させ た . 同様 の 傾向 は 他の 5例 に お い
て も観察 され , Cs
十
が 持続型外向き整流 K電流を膜電位依存的
に阻害す る こ と が示唆 さ れ る .
考 察
本研究 に よ っ て , R P Eの イ オ ン チ ャ ン ネ ル 研究 の モ デ ル と し
て酵素的に単離さ れ た 新鮮 な ウ シ RP E細胞を利用できる こ と が
明 ら か とな っ た . 他 の 種か ら 分離 し た R P E細胞
1 2)14)と 同様 に ,
単離ウ シ R P E細胞 は形態的 に極性を有 し, そ の 微繊毛突起側で
は多数の 突起 が観察 さ れ た . ウ シR P E細胞 の 平均静止膜電位
は-64mV (1 85例) であり, Jo seph ら6)に よ る 新鮮 ウ シ R P E･
脈絡膜組織片の 港流実験 にお い て (5m M 【灯】｡ , 35 ℃)細胞内微
小電極を介 して 測定 され た RP Eの 静止膜電位 に近似 した .
ウ シ RP E に発現 し て い た3種類の E電流 は上 記 の よ う に膜電
位依存性, 時 間依存性 お よ び Kチ ャ ン ネル 阻害剤に対す る感受
性 の 観点 にお い て 互 い に異な っ て い た .
本研究 に お ける ウ シ お よ び 近年報告 さ れ た 両性類
1 2)21)の 新鮮
単離R P Eに発現 して い る内向き整流 K電流 に共通す る特性 は以
下 の よう で あ っ た . そ の 1 と して, 内向 き整流 K電流 は膜電位
の 変化に よ り速や か に (10ミ リ 秒未満) 定常レ ベ ル に達 し, 時
間が経過 して も減衰 し なか っ た . すな わ ち時間依存性を望 さ な
か っ た . その 2 と して, 内向 きの 整流作用 は弱く , こ の た め に
R P Eの 生 理的膜電位で ある - 70 ､ -50m V にお い て も内向き整
流K チャ ン ネル は 幾分開い て い る . 従 っ て こ の チ ャ ン ネル は 静
止膜電位を決定す る K コ ン ダク タ ン ス の 一 成分 で ある と 考え ら
れ る . そ の 3 と して , 内向き整流電流 は K チャ ン ネ ル 阻害剤 で
ある Cs十 お よ び Baか に より洩度依存的 に阻害さ れ た . 他 の 組織
にみ ら れ る 内向き整流 K電流 に お い て , 細 胞外 Cs
+ あ る い は
Ba2
十
に よ る電 流の 阻害 は通常 は膜電位依存性で ある
2 4)2 5)
. す な
わち膜電位が より陰性 にな る ほ ど 阻害率 は より大きく な る. し
か し両生 類 の 新鮮単練 RP E におい て は Cs
+あ る い は Ba2+ によ る
内向き整流 K竃流 の 阻害 は膜電位 に依存 し な い
21)
.
ゥ シR P Eの
内向き整流K電流 に対する細胞外 Cs十 に よ る 阻害作用も膜電付:
に依存せず, Kd値 で 0.52mM を示 した . こ の 値 はカ エ ル RP E に
お ける 軋 値0.79m M に近似 し た 21). 一 方 ウ シ RP Eの 内向き整流
K電流の 細胞外 Ba2
+
に 対す る感受性 は膜電位 に依存 した . Ba
2十
に よ る 阻害作用が膜電位依存的である こ と は, チ ャ ン ネル で の
Ba2十 の 結 合部位 が膜 の 表面で は ない こ と を示唆す る 神 .
従来よ り 報告 さ れ て い る 他の 組織の 内向き整流 K チ ャ ン ネル
に お い て は通常は [K
+
】(,が 増加す る に 伴 っ て チ ャ ン ネ ル の 透過
悼も増大する
25)2 7)
. しか し ウ シ R P Eの 内向き整流K チャ ン ネ ル
の コ ー ド コ ン ダ ク タ ン ス は 2 ､ 20m M の 範囲 に お け る [K
十
].,の
増加 に伴 っ て 減少 した . 光刺激 に よ る視細胞 の 過分極 に伴 っ て
網膜 下 腔 の K十 濃度 は お よ そ 5m M か ら2m M に ま で減少 し (ネ
コ)
2 8)
, その 際 RP Eの 微絨毛突起側 K コ ン ダク タ ン ス は K
十
を細
胞外 に放出す る こ と に よ っ て 網膜 下 腔 の E
十
濃度 を横衝する働
きを有す る と考え られ る. RP E に おい て 内向き整流 K チャ ン ネ
ル が徴絨毛突起側 E コ ン ダ ク タ ン ス に相 当する こ と が 間接的 に
証明さ れ て お り
29)
, 低 い [灯】｡で 内 向き整流虻 チ ャ ン ネ ル の 透




R P Eの 内向き整流チ ャ ン ネ ル の 定常状態活性 に細胞内A T P が
不可 欠で ある と い っ た 新知見 が得 られ た. す な わちg I?を含ま




ウシ網膜色素上皮 の E チャ ン ネル
せ る と 内向き整流 Kチ ャ ン ネ ル の 活性 は数分の うち に消失 し
た . ｣-^ 方2 ～ 4m M の AT Pを細胞内 へ 拡 散さ せ る と 同チ ャ ン ネ
ル の 活性 は10分以 上 に わ たり持続 し た . AT Pに よ る チ ャ ン ネ
ル 活性 の 制御 に関 して は 様 々 な種類の 内向き整流 Kチ ャ ン ネ ル
にお い て報告 さ れ て い る . 例え ば 〟r P感受性 K チャ ン ネ ル に対
す る細胞内A T Pの 効果 は 二 面性を有す る . す なわ ち低濃度の
(0.1m M 程 度)A T P は チャ ンネ ル の 燐酸化機構を介 して そ の 定
常活性を維持す るが
3 0):1 1)
, 高 濃度 の (2m M 程度以 上) A T P は
チ ャ ン ネ ル へ の 非加水分解的な結合を介 して そ の 活性を阻害
す る 3 2):i3). た だ しウ シ の RP Eの 内 向き整流 K電流で はA rP感受
性 E チ ャ ン ネル の 阻害剤である グリ ベ ン ク ラ ミ ド34)に感受性が
な か っ た の で , 両者が 同類の チ ャ ン ネ ル で あ る と は考え られ な
い
. 同様 に チ ャ ン ネル 活性 の 碓特 にA T Pの 結 合が不可欠であ る
内向き整流 K チャ ン ネ ル は他 に も例 があ るが :瑚:糊 , そ の 際 に は
A T Pの 加水分解を伴う こ と が 示唆 さ れ て い る . ウ シ RP Eの ホ ー
ル セ )t/ パ ッ チ 法 にお い て は , 十分 な A T P(4m M) を含 む ピ ペ ッ
ト内液 か ら Mg
2十
を 除去す る と 内向き整流 K チャ ン ネル の 活性
が消失 し た (図は省略, 5例). 従 っ て その 活性 の 維持 には A T P
の 加 水分解が必要である こ と が示唆 さ れ る .
脱 分極刺激を試み た す べ て の ウ シ R P E細胞 に お い て観察 さ れ
た 緩徐 な不活性化を伴う外向き電流 は , そ の 膜 電位依存性 ,
時間経過 お よ び 阻害剤 に対す る感受性 の 観点 か ら , 他 の 組織
細胞:i7)3 8)お よ び カ エ ル R P E1 2)にお い て み ら れ る 遅延型外向き整
流 K電流 に類似 し て い た . そ の 活性化過程 は Hodgkin -Hu xley
の n
2
モ デ ル に よく適合 し, こ の チ ャ ン ネル が 複数の 閉状態 を有
する こ とが 示唆 され る
3 9)
. 不活性化の 時定数 は陽性 の 膜電位 に
お い て は ほ ぼ 一 定で あ っ た が , コ ン ダ ク タ ン ス が 部分的に し か
開い て い な い より陰性 の 膜電位 にお い て は増加 した . こ の 結果
か ら, RP Eの 遅 延型外向き整流K チャ ンネ ル も不活性化は閉状
態か ら は起 こ ら ない と する モ デ ル 22)に従うと 考 え られ る .
ウ シ RP Eの 遅延型外向き整流 K チャ ン ネ ル の 間口 開催電位 は
約 - 40m V であ っ た . す なわ ち こ の チ ャ ン ネ ル は定常 の RP Eの
静 止電位 より少なくとも10m V脱 分極 し な い と 開I､...1 しな い . 従
っ て 生 理 的状態 で遅延型外向き整流 K チャ ン ネ ル が 静止E コ ン
ダク タ ン ス と し て機能 し てい る と は 考えら れ な い .
調 べ た 細胞 の 約24 % におい て , 脱分 極刺激 を持続 し て も不
泊件化 しな い 外 向き繋流 K電流が み ら れ た . こ の 持続捜外向き
整流 K電流 は以 ドの 観ノ.与二に よ っ て遅 延型外向き整流 K電流と は
明 ら か に 区別 さ れ る ( 衷1参照). そ の 1 と して , 保持 電位を
OmV付近 に 設定す る と, 遅延型外向き整流 K寵流は完全に不活
性化 した が , 持 続型外向き盤流K電 流 の 活性 は持続 した . そ の
2 と して, 電流 の 泊性化お よ び非活性化の 時間経過 か ら推察さ
れ る チ ャ ン ネ ル の 開閉モ デ ル は持続型外向き整流 K竃流に お い
て より 単純であ る . そ の 3 と して, チ ャ ン ネ ル の 開= 間借電位
は二吐い に約50m V異な っ て い た . そ の 4 と して, 措続型外向き
整流 K電流 の T E A
+
お よ び Ba
2+ に 対す る感受性は遅延型外向き
整流 K電流 の そ れ ら に 比 べ そ れ ぞ れ 10分の 1未満お よ び10倍
以上 で あ っ た .
持続 型外向き整流 K電流は膜電位依存性, 時間依存性お よ び
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41)
な どに み ら れ る M
電流 や サ ン シ ヨ ウ ウ オ の 杵体細胞 にお ける M 様電流42)に類似 し
て い た . M 電流 の 特徴 は ム ス カ リ ン お よ び その ア ゴ ニ ス トによ
っ て 抑制 され る こ とで あ る1 5)43). しか しなが ら ウ シR P E の持続
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型外向き整流 K電蘭 は ム ス カ リ ン の ア ゴ ニ ス トの 一 つ カ ル バ コ
ー ル (0,2 ､ 100′" M) によ っ て抑制 され なか っ た (3例). M 電流
に 関する報告は興奮性細胞 に限られ て お り, 非興奮性細胞 であ
る R P Eで は こ の チ ャ ン ネル の 制御様式が異な る可 能性 がある .
ウ シ 肝 Eの 持続型外向き整流 K電流 は, 新鮮単維され た ヒ ト
R P Eの 持続型外向き整流 K魔流 用 に極め て 類似 して い た . すな
わ ち両者 は同様 に指数関数的に活性化 され , ゆ っ くり と非活性
化さ れ , 高濃度 の 細胞外Ba2
+
によ ･? て 阻害 さ れ , 細 胞外T E A
+
に は感受性を示 さなか っ た . また ヒ トお よ び ウ シR P Eの 持続塑
外向き整流 K電流の 活性化開催電位 は静止膜電位よ り も陰性側
にあ っ た . すなわち持続型外向き整流 K チャ ン ネ ル は 静止膜電
位 に お い て 開い てお り, 静止 Kコ ン ダ クタ ン ス と して の 役割を
担 っ て い る こと が ウシ にお い て も確認さ れ た .
こ れ まで に ヒ ト以 外の 種(両生類あ る い は ラ ッ ト) の R P Eに
お い て持続型外向き整流 打電流 が記録 さ れ た こ と は なか っ た の
で , ヒ トに お け るそ の 発現 には 疑問点が残 っ て い た1 4). す な わ
ちヒ トRP E細胞 は死 後数時間を経た ア イ バ ン ク の 眼球か ら 分離
さ れ た た め , 持続型外向き整流K チャ ン ネ ル の 発現 には 死 後変
化が関与 し て い る 可能性 が否定 できなか っ た1 4). しか し今 回,
死 後短時間で細胞の 単離が可能である ウ シ RP E にお い て も持続
型外向き整流K チャ ン ネル の 発現を確認できた こ と か ら , こ の
チ ャ ン ネル は 内向き整流E チャ ン ネル と 同様 に生 体R P E でも活
性化 して い る と考えら れ る.
RP Eの 微絨毛突起側お よ び 基底側に存在する静止K コ ン ダク
タ ン ス は R P Eの 細胞内と網膜下脛 お よ び脈絡膜 と の 間で K十 を
受動的に輸送す る こ と に よ っ て , 祝細 胞周囲お よ び RP E自体の
K十に 関わ る微細環境 を維持 して い る 4)5)1 1). ま た 微絨毛突起側お
よ び基底側の 膜電位 は こ れ ら 静止 Kコ ン ダク タ ン ス に よ っ て 決
定 され る 4)6).
RP Eの 静止 Kコ ン ダクタ ン ス に相当す る K チャ ンネ ル を特定
す る研究は下記の よう に最近に な っ て 進展が み ら れ た. カ エ ル
の RP E･ 脈絡膜切片を用い た 実験 2皇"に お い て微 純毛突起側の 静
1ヒK コ ン ダク タ ン ス の 阻喜剤 に対する感受性が内l句き整流 K チ
ャ ン ネル の それ 1 2)21Iに極め て 近似 し た こ と か ら, 徴絨 毛突起側
の 静l卜E コ ン ダ ク タ ン ス は 巨 にl勺向き整流K チャ ン ネル によ り
構成 され る こ と が 証明さ れ た. 上 記の よう にウ シ RP Eの 内向き
整流 K チャ ンネ ル の 特性は カ エ ル R P Eの そ れ に 規似し て い た こ
と か ら, ウ シ RP E に おい て も こ の チ ャ ン ネ ル が 徴絨毛突起側の
静直K コ ン ダク タ ン ス を構成 して い る と 考え ら れ る . こ れ は さ
ら に, 1二記の よう に チ ャ ン ネル の コ ー ドコ ン ダ ク タ ン ス と[K
'
]り
と の 関係が 網暇 卜腔の)ヒ刺激 に よ る K
-
濃度減少を績衝す るう
え で 好都合で あ っ た結黒か ら も 支持 され る .
RP Eの 基底例 の 静1l二Kコ ン ダ クタ ン ス に関 して は 未だ 充斜 二
は解明さ れ てい ない が , そ れが 島漉度の Ba
2+
によ っ て 阻害 され
る こ とが R P E･ 脈絡膜標本に徴′ト電極 を刺 人 し た実験 によ り判
明 して い る 胴 4). ゥ シR P E で同程度の Ba2+ に対 する感受性 を示
した の は持続型外向き竪流 K チャ ン ネ ル の み で あ っ た . 従 っ て
こ の チ ャ ンネ ル が 基底側に局在 し, 静1ヒK コ ン ダク タ ン ス を構
成 して い る可 能性があ る,
持続 型外向き整流 K電流 の 発現率 が 24 % であ っ た 理 由 の
詳細 は不明で あ る . た だ し彼 の 研 究 で サ ル R P E に おい て 細
胞内 Ca2
+
濃度を Ca イ オ ノ フ ォ ア ー で ある イ オ ノ マ イ シ ン (1 ～
2〃 M) で 上 昇させ る と内向き整流 打電流は減衰 し, 持続 型外向
き整流 E電流が増大する例があ っ た (未発表). 従 っ て持続型外
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向き整流 K電流が観察 さ れ な か っ た ウ シ RP E で は細胞内 Ca2
ヰ
に
依存す る制御機構 に よ っ て そ の 活性が 抑制さ れ て い た 可 能性が
ある .
結 論
新鮮な網膜 か ら単維 され た ウ シRP E細胞 の ホ ー ル セ ル 電流を
パ ッ チ ク ラ ン プ法を用い て検討 し, 以下 の 結論を得 た .
1. 単 維 ウ シ R P E細胞 は形態的に極性 を有 し, 18 5偶 の 細胞
に お ける 平均静止膜電位 は - 64m V であ っ た .
2. ウ シR P Eには 1つ の 内向き整流K チャ ン ネ ル と 2種類の 外
向き整流K チャ ンネ ル が発現 して い た .
3. ウ シ R P Eの 内向き整流 E チャ ン ネ ル は膜電位依存性 お よ
び 阻害剤 に対する感受性 に お い て両生 類 RP Eの それ に類似 し て
おり, R P Eの 徴絨毛突起側 の 静止 E コ ン ダク タ ン ス を構成す る
と考え られ る .
4. 内向き整流K チ ャ ン ネル の 透過性 は【灯】｡ の 減少に 伴 っ て
増加 し た. こ の 現象は 微繊毛突起側の K コ ン ダク タ ン ス と し て




5. ウ シ RP Eの 内向き整流 K チャ ン ネル の 活性を維持す る た
め には 細胞内の A T P が必須 である こ とが 判明 した .
6. 2種類 の 外 向き整流 E チャ ン ネ ル は, 膜電位依存性, 時 間
依存性 お よ び 阻害剤 に対する感受性 に お い て 互 い に 明 らか に異
な っ て い た .
7. 遅 延 型外 向き整 流 K チャ ン ネ ル の 開 口 閲値電 位 は
約 - 4 0m V であり , R P Eの 静止 K コ ン ダ ク タ ン ス を構成 しな
い .
8. 持続 型外向き整流 K チャ ン ネ ル は , R P Eの 静止膜電位 に
お い て開い て い る こ と お よび 高濃度の 細胞外Ba2
+
に より 阻害 さ
れ る ことか ら , R P Eの 基底側 の 静止 E コ ン ダ ク タ ン ス を構成す
る と考えら れ る .
9. イ オ ン チ ャ ン ネ ル の 機能 に 関す る 今後 の 研究に お い て ウ
シRP Eは 良好なモ デ ル と なり得 る .
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Key w ords pota s siu m cha n n el, retin alpigm entepi thelium , patCh cla mp, Whole -Cellc u rr e nt,bovin e
A bstra ct
W hole-Cellc u rre nts fro mn.e shlyisolatedretinalpigm e nt epithelial(R P E)c e11s ofthe bo vin ew er erec o rded by the patch
Clampte chnique toidentifyK chann els which c o mprl Sethe resting K condu ctanc eofthe R P Ec e11s a ndto elu cidate how the s e
Channels are r egulated･ T he a v e r age resting membra nepote ntialofthebovine R P Ec e11s was
-6 4m V(n =18 5). An in w ardly
r e ctifying K c urren tand two ty pe s of o utw ardly r e ctifying K c urr e nts w e repr e s en tin the bo vin eR P Ec ells. T he in wardly
r e ctifying K cu rr e nt was tim e-independent, and w a s s el ctiv elyinhibited by e xtrac ellularCs
+
. condu cta nc e ofthis cha n n el
de c r e a s ed as e xtra ce11ular K
+
con centratio nin c reased･ Thisbeha vioris u nc o m mon a m o ng K cha nnels,but w o uld be u s efu 1 fo r
regulation of K
+
c onc en tr ationin the s ubr etinalspac ebythe R P E. H ighcon c e ntratio n(2to 4 m M)of A T Pw a s required in the
plPette tO m aintain the activ lty Of the inw a rd re ctifier. The first o utw a rdly r e ctifying K c u rre n tw as the delayed o utw ard
re ctifie r which w asina c tivat ed by prolo nged m e mbran edepola riz ation . T his cha nn el w a s ac tive o nly whe nthe m e mbra n e
POte ntialw as abo v e
～40 mV,indic atl ng that this chan n el do e s no ts e rv e as the re stlng K c o ndu cta n c e. T he delayed o utw a rd
rectifier w a ss ele ctivelyinhibited by e xtrac ellular tetr a ethyla m m o niu m
十
(T E A十). T he s e cond outw a rdly r ec tifying K c u rr e nt
W aS the s ustain ed outw ard rectifie rwhich w a s notin a ctiva ted by pr olo nged m e mbr a n edepolariz atio n. T his c u rr e nt w a s
e xhibited onlyin 2 4 %ofthe total c ells . This K cha nn el had a n ope n lngthresholda r o und
-9 0m V . H igh c o n c e ntratio n sof
Ba
2+
blockedthis chan n el
, butT EA
十
didno t･ Thein w ard re ctifier a ndthe s u stain ed o ut w ard r e cti丘e r w e reac tiv e at the r e stl ng
POte ntial, r eVe aling that thes echa n nels c o mprlSe the r e sting K c o ndu ct a nc e softhe bo vin eR P E. Fu rthe r m ore, On the basis of
SenSitivities t oK chann el blocke rs, thein wa rd r e ctifier a ndthe s u stain ed o utw a rd rectifie rco uld belo c ated in the apI C al and
bas olateralside s ofthe R P E, reSPeCtiv ely.
